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Liste des abréviations 
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CTMC  Connective-type tissue mast cell 
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IL  Interleukine 
LBA  Liquide bronchoalvéolaire 
Lol p  Loluim perenne 
LT  Leucotriènes 
MBP  Major basic protein 
MCP  Macrophage chemoattractant protein 
MIP  Macrophage inflammatory protein 
KLH  Keyhole limpet hemocyanin. 
MMC  Mucosal mast cell 
NADP  Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NCFA   Neutrophil chemotactic factor of anaphylaxis 
NKT  Natural Killer 
NO  Monoxyde d’azote 
NO2  Dioxyde d’azote 
O3  Ozone 
OMS  Oragnisation mondiale de la santé 
OR  Odds ratio 
PAF  Plaquette activating factor 
PG  Prostaglandines  
Phl p  Phleum pratense 
PM  Particulate matter 
PNB  Polyncléaires basophiles 
PNE  Polyncléaires éosinophiles 
PNN  Polyncléaires neutrophiles 
RAEP  Risque allergique d’exposition au pollen 
Rantes  Regulation upon activation normal T cell expressed and secreted 
RNSA  Réseau de surveillance aérobiologique 
SO2  Dioxyde de soufre 
TNF  Tumor necrosis factor 
Th  Lymphocytes T helper 
TX  Thrombaxones 
VRS  Virus respiratoire syncytial. 
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Depuis plus de 40 ans, la fréquence des allergies respiratoires, y compris l'asthme et les 
rhinites allergiques, est en constante augmentation chez les sujets jeunes et les citadins des 
pays développés.  
La maladie allergique est consécutive à un désordre complexe du système immunitaire dont 
les causes apparaissent essentiellement d’ordre génétique et/ou environnemental. Ces 
maladies atopiques sont déclenchées par divers aéroallergènes, notamment ceux issus de 
pollen*. Toutefois, bien que les symptômes liés à ces affections coïncident avec la saison de 
pollinisation, il est maintenant bien établi qu’il n’existe pas de relation simple et directe entre 
ces deux phénomènes et que de nombreux autres facteurs doivent être pris en compte. 
Parmi ceux-ci, les polluants atmosphériques semblent jouer un rôle important dans l’incidence 
des allergies et de la sensibilisation des populations. Ainsi, de nombreuses études 
épidémiologiques ont établi un lien direct entre le nombre de visites aux urgences pour 
asthme et les niveaux de certains polluants dans l’air ambiant, notamment les dérivés soufrés. 
D'autre part, il a été montré que certains polluants tels que le dioxyde de soufre ou les 
particules diesel présentaient un rôle adjuvant, conduisant à l'augmentation des niveaux en 
IgE. De plus, les polluants peuvent intervenir sur les manifestations atopiques par une action 
directe sur les aéroallergènes et notamment ceux issus des pollen. 
Les pollen allergisants sont en majorité anémophiles. Les facteurs d'allergénicité sont le 
nombre et la taille des grains, les caractéristiques de leur surface (lisse ou collante), leur degré 
de flottaison dans l'air et les taux variables de protéines et donc d'allergènes. Les allergènes 
qui se situent à l'intérieur du cytoplasme, peuvent être retrouvés libres ou associés aux 
organites tels que les mitochondries ou les granules cytoplasmiques de pollen GCP. 
La libération ou la diffusion des allergènes du grain de pollen est nécessaire pour qu’une 
réaction soit déclenchée chez les individus sensibilisés. Lorsque le grain de pollen entre en 
contact avec la muqueuse nasale, les allergènes hydrosolubles diffusent dans le mucus 
épithélial où ils deviennent disponibles pour le système immunitaire. Les allergènes peuvent 
également être libérés avant l'inhalation quand le pollen en suspension dans l'air est soumis 
aux facteurs environnementaux (intempéries, pollution atmosphérique). Il est supposé que 
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suite à l'action des polluants atmosphériques, les allergènes sont libérés sous forme libre et 
s'agrègent ensuite aux particules présentes dans l'air. Ces allergènes, associés à des particules 
fines et ultrafines, pourraient rester présents dans l'atmosphère sur des périodes plus longues 
que les seules périodes de pollinisation et pénétrer plus profondément dans les poumons.  
Il existe un deuxième mode de libération d'allergène dans l'atmosphère : la pluie. Lors d'un 
contact avec l'eau distillée, le grain de pollen natif expulse son cytoplasme par le pore, dans le 
cas des Graminées. Ce phénomène dynamique est pratiquement instantané et il en résulte en 
la libération dans l'atmosphère des GCP qui peuvent alors former un aérosol inhalable. 
Plusieurs études ont mis en évidence la présence d'allergènes associés à ces granules. 
En outre, la petite taille (< 5 !m) de ces granules leur permet de pénétrer profondément dans 
les poumons, à l'inverse des pollens entiers (25-60 !m) qui restent bloqués dans les voies 
respiratoires supérieures. Si aucune étude épidémiologique, tout au moins en France, n'a 
encore été menée sur le rôle des GCP dans l'allergie au pollen, leur présence dans 
l'atmosphère a été mise en évidence, associée à la présence de grains de pollen. Après des 
pluies faibles, leur quantité augmente alors même que les pollen entiers ne sont plus 
détectables. De plus, ils ont été mis en cause dans les épisodes épidémiques d'asthme associés 
aux orages ou "thunderstorm asthma". De plus, notre équipe a montré que les polluants 
atmosphériques sont capables de casser les pollens et d'induire une libération de ces granules.  
L'observation épidémiologique des GCP n'est pas encore directement disponible. Bien que de 
nombreux allergènes aient été caractérisés à leur surface, peu de données existent sur leur 
potentiel allergénique. Une étude a montré une réaction cutanée positive aux granules chez 
des patients asthmatiques. Dans cette même étude, l'inhalation de GCP a entraîné une 
bronchoconstriction chez 4 sujets victimes d'asthme associé aux orages. Enfin, Motta et al ont 
montré le potentiel allergénique de ces GCP dans un modèle animal. Ces résultats, associés 
aux travaux du groupe du Pr Schappi qui a observé que la présence de GCP dans l'atmosphère 
est associée à celle des pollen, suggèrent une importance potentielle, du point de vue de 
l'impact sur la santé des GCP dans l'allergie respiratoire induite par les pollen. Ainsi, pour une 
meilleure efficacité, les prévisions et comptages journaliers de pollens devraient inclure 
également un comptage des GCP atmosphériques. 
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Compte-tenu de ces différents éléments, ce projet avait pour objectifs : 
• de mettre au point une méthode de quantification des GCP dans l'air et d’étudier 
l'impact des granules cytoplasmiques sur l'épidémie d'allergie au pollen en rapprochant des 
données d’admissions hospitalières et des compte-rendu de consultations allergologiques avec 
des mesures du nombre de granules ; 
• d’évaluer les potentiels allergique et inflammatoire des granules cytoplasmiques et de 
les comparer  à celui du pollen entier, dans un modèle animal d'allergie respiratoire ; 
• de rechercher les différents allergènes hydrosolubles et non hydrosolubles des GCP et 
de les comparer à ceux du pollen entier. 
!
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1.1. Les allergies respiratoires 
L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) classe les maladies allergiques au quatrième rang 
mondial des affections et considère que ces pathologies représentent "un problème majeur de santé 
publique en terme de qualité de vie, de perte de jours de travail ou d'enseignement, de coût 
médicamenteux, voire de mortalité."  
L'allergie, ou plutôt la réaction allergique de type immédiat, correspond à une réponse anormale, 
excessive, du système immunitaire consécutive à un contact avec une substance étrangère, en réalité 
inoffensive, telle que le pollen.  
Les maladies allergiques sont typiquement des affections complexes et font intervenir de nombreux 
éléments du système immunitaire dont des médiateurs chimiques et des composantes cellulaires.  
Leur origine multifactorielle reflète l’interaction de plusieurs facteurs, à la fois génétiques et 
environnementaux que l’on peut classer, pour ces derniers, en trois groupes: les facteurs causaux tels 
que les allergènes des grains de pollen, les facteurs favorisants comme, par exemple, la pollution 
atmosphérique et, enfin, les facteurs déclenchants (orages, hyperventilation, exposition 
professionnelle, notamment).  
1.1.1. Définitions 
Le terme allergie, des mots grec allos signifiant autre et ergon action, a été défini par Von 
Piquet en 1906 comme « une altération de la capacité de l’organisme à réagir à une substance 
étrangère ». L’allergie est une exacerbation de la réponse immunitaire vis-à-vis de substances 
inoffensives communes que l’on appelle alors allergènes parmi lesquelles, très largement 
impliquées, figurent des protéines et glycoprotéines contenues dans les grains de pollen. 
L’allergie peut être à médiation humorale ou cellulaire. Elle intervient chez des individus 
prédisposés génétiquement à produire des anticorps IgE dans des conditions d’exposition 
particulières. Ils sont appelés « individus atopiques ».  
L’allergie au pollen, ou pollinose, est une affection liée à la présence dans l’air, au fil des 
saisons, d’une plus ou moins grande quantité de grains de pollen issus de plantes très diverses. 
Cette pathologie provoque à la fois des symptômes légers, bien qu’invalidants, comme des 
rhinites allergiques, mais aussi des complications bronchiques tels que l’asthme allergique. 
L’immense majorité des patients souffrant de pollinose sont des allergiques IgE-dépendants. 
Le mécanisme des allergies IgE-dépendantes sera développé dans la section 1.1.2 (de 
l’allergène à l’allergie). 
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La rhinite est définie comme une maladie inflammatoire nasale : rhino signifie nez et la 
terminaison ite fait simplement référence à une inflammation. La rhinite allergique est 
caractérisée par un prurit nasal, une rhinorrhée, des crises sternutatoires (provocatrices 
d’éternuements) et / ou une obstruction nasale. De plus, la rhinite allergique peut évoluer vers 
l’asthme allergique. 
L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des petites bronches qui peut 
s’accompagner ou non d’exacerbations prenant alors la forme de crises plus ou moins aigües 
(dyspnée, toux, sifflement respiratoire). Un rapport d’expertise de l’OMS définit l’asthme 
ainsi : « état inflammatoire chronique des bronches dans lequel de nombreuses cellules jouent 
un rôle, en particulier les mastocytes, les éosinophiles et les lymphocytes T » (WHO 2002).  
1.1.2.  De l’allergène à l’allergie 
Après une première phase - appelée sensibilisation (Figure 1a) - durant laquelle  a lieu le 
contact initial avec un allergène,  une réponse immunitaire préférentielle de type Th2 
s'engage. La réponse immunitaire Th2 est caractérisée par la production de certaines 
cytokines qui polarisent la réponse immune ; ceci conduisant, entre autres, à la production 
d'immunoglobulines d'isotype IgE, spécifiques de l'allergène. Ces IgE peuvent ensuite se fixer 
sur les récepteurs de haute affinité (Fc!RI) exprimés à la surface de différentes cellules 
spécialisées, notamment les basophiles et les mastocytes. Les allergènes, lors de leur 
réintroduction, se fixent sur les IgE spécifiques liées à leur récepteur membranaire. Une 
cascade de signalisation est alors mise en place; elle aboutit à la désorganisation de la 
membrane cellulaire et l’exocytose des granules. Celles-ci contiennent entre autres (Figure 
1b) des médiateurs du système immunitaire et de l'inflammation. Outre leurs effets directs 
concernant la vasodilatation et l’augmentation de la perméabilité capillaire, ces médiateurs 
induisent l’infiltration des cellules inflammatoires (granulocytes éosinophiles) dans la 
muqueuse bronchique lesquelles favorisent les réponses allergiques (Figure 1c). Cette phase 
entraîne une réaction qui s’accompagne de manifestations cliniques telles que la rhinite 
allergique et l’asthme. 
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Figure 1 : Représentation schématique du mécanisme de l’allergie. Le premier contact avec 
l’allergène s’appelle la sensibilisation (a). Le second contact avec l’allergène, ou un autre allergène 
ayant une structure moléculaire proche de celui qui est responsable de la sensibilisation, entraîne une 
réaction qui s’accompagne de manifestations cliniques. La réaction allergique  est composée de deux 
phases. Une phase précoce (b), médiée par les IgE, débute 10 minutes après le contact entre 
l’organisme et l’allergène. Elle atteint son pic en 30 minutes et se résorbe en 1 à 3 heures. La phase 
tardive (c) est une réaction à médiation cellulaire, Elle atteint son maximum en 6 à 12 heures et 
s’estompe généralement après 24 heures. (Valenta 2002) 
1.1.3.  L’immunoglobuline E (IgE) 
Découvertes à la fin des années soixante (Bennich 1968), les IgE sont des glycoprotéines de 
190 kDa de masse moléculaire, composées de 2 chaînes lourdes et 2 chaînes légères. La 
structure des IgE est comparable à celle des autres isotypes d’immunoglobuline. Elles 
constituent le support immunologique de la réaction allergénique du type immédiat. Les IgE 
se fixent sur des récepteurs spécifiques, présents à la surface de cellules impliquées dans les 
phénomènes allergiques. Les IgE sont synthétisées et excrétées par les lymphocytes B et les 
plasmocytes à IgE. Les IgE son normalement produites au niveau des principaux sites 
d’infection parasitaire ; la peau, les poumons et l’intestin. Les réactions induites par les IgE 
rencontrées lors des réactions allergiques représentent en fait les changements anatomiques et 
physiologiques mis en œuvre pour lutter contre les parasites, rôle normal des IgE. Les IgE se 
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retrouvent dans le sérum mais aussi dans des sécrétions telles que la salive, les sécrétions 
nasales, les larmes, l’urine et les selles. Les concentrations sériques sont quasiment nulles à la 
naissance et augmentent progressivement jusqu’à atteindre 50 à 100 UI/ml chez l’adulte 
(Revillard 1994). Du fait de leur niveau de synthèse faible et de leur catabolisme important (la 
demi-vie dans la circulation est 2,5 jours), les IgE sériques circulantes représentent, chez les 
individus non allergiques, une infime proportion des anticorps circulants. Les IgE se fixent 
par leurs fragments Fc sur la membrane des basophiles et des mastocytes, ce qui permet une 
prolongation de leur demi-vie qui peut alors dépasser 3 à 4 semaines et aller jusqu’à 
12 semaines. Les récepteurs des IgE sont de 2 types : un récepteur de forte affinité Fc!RI et 
un récepteur de faible affinité Fc!RII (Novak 2001). Outre leur rôle dans les allergies, ces 
immunoglobulines jouent un rôle dans l’hyperactivité bronchique, indépendamment de la 
sensibilisation aux pneumallergènes (Burrows 1989). 
1.1.4.  Les acteurs de l’allergie 
1.1.4.1. Les cellules effectrices de l’allergie 
L’activation par un allergène des mastocytes et des basophiles, dépendante des IgE fixées sur 
les récepteurs, provoque la libération brutale de médiateurs vaso-actifs et constricteurs des 
fibres musculaires lisses, à l’origine des symptômes aigus. Ces cellules - mastocytes et 
polynucléaires basophiles - sont les cellules responsables de la réaction immédiate (ou 
précoce). D’autres cellules (polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, monocytes et 
macrophages, plaquettes, cellules endothéliales, cellules épithéliales et lymphocytes T) jouent 
également un rôle important dans la pathogénie de ces réactions. 
Les mastocytes et les polynucléaires basophiles sont les principales cellules qui produisent les 
médiateurs de l’allergie immédiate. Elles contiennent des granulations métachromatiques qui 
sont la source principale des médiateurs chimiques de l’hypersensibilité immédiate. Elles 
constituent aussi la source majeure des cytokines régulant les fonctions des éosinophiles, 
cellules clés de l’inflammation allergique et de sa persistance dans les tissus. (Guilpain 2006, 
Kung 1995, Warner 1994). 
Les mastocytes, chez les rongeurs comme chez l’homme, sont de deux types. Pour le 
rongeur, il s’agit des mastocytes muqueux (MMC : mucosal mast cells) et des mastocytes du 
tissu conjonctif (CTMC : connective-type tissue mast cells) (Enerback 1997). Chez l’homme, 
les mastocytes peuvent être classés selon leur contenu en protéase. Les mastocytes T, qui se 
rapprochent des MMC murins, ne contiennent que de la tryptase et sont prédominants au 
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niveau de la muqueuse intestinale, gastrique et nasale. Ils représentent environ un tiers des 
mastocytes pulmonaires. Les mastocytes TC, dont les granulations contiennent à la fois de la 
tryptase et de la chymase, sont prédominants dans la peau et la sous-muqueuse intestinale. 
Dans la muqueuse nasale de patients allergiques au pollen, on observe une augmentation 
saisonnière du nombre de mastocytes T. De même, ces mastocytes, qui constituent environ 
1 % des cellules recueillies lors d’un liquide bronchoalvéolaire (LBA) chez l’individu sain, 
passent à 5 % chez le patient atopique (Molina 1997). Par contre, le nombre de mastocytes TC 
reste, chez ces patients, identique à celui retrouvé chez les sujets non atopiques. (Tunon-De-
Lara 2003). 
Les polynucléaires basophiles (PNB) sont des cellules caractérisées par l’absence de tryptase 
dans leurs granulations (Enerback 1997). Essentiellement circulantes, elles représentent 
environ 0,5 % des leucocytes chez un sujet sain. Une augmentation significative de ces 
cellules est observée chez les individus allergiques, notamment pendant les phases 
d’exposition à l’allergène. (Prussin 2006). 
Les polynucléaires éosinophiles (PNE) sont probablement les principales cellules effectrices 
secondaires de la réaction allergique tardive. Leur différenciation à partir des précurseurs de 
la lignée myéloïde est activée par des cytokines. Ils sont recrutés sur le site de l’inflammation 
grâce aux chimiokines et aux molécules d’adhésion (Holgate 2001, Prussin 2006, Teixeira 
1995). Leur cytoplasme renferme des granules contenant de nombreux médiateurs préformés 
et peuvent synthétiser des médiateurs néoformés, ainsi que des cytokines (Broide 2001). Une 
hyper-éosinophilie est retrouvée dans l’atopie, les rhinites allergiques et l’asthme (Broide 
2001, Wardlaw 1994, Wright 2000). De même, le nombre d’éosinophiles dans les liquides 
bronchoalvéolaire et d’expectoration augmente avec la sévérité de l’asthme allergique (Louis 
2000, Walker 1991).  
Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont des cellules produisant de nombreux 
médiateurs pro-inflammatoires, histaminolibérateurs et vaso-actifs ainsi que des protéases, qui 
sont susceptibles de participer à la réaction allergique. Ils sont le premier type cellulaire à 
pénétrer dans les poumons à la suite d’une provocation allergénique (Smith 1992, Teran 
1995). Une neutrophilie a été observée chez les patients souffrant d’asthme nocturne, avec 
une intensité correspondant au degré de sévérité des symptômes (Martin 1991). 
Les lymphocytes T jouent probablement un rôle cellulaire non négligeable dans la pathogénie 
des réactions allergiques de la phase tardive. En effet, on observe couramment un infiltrat 
riche en lymphocytes T durant cette phase - de type inflammatoire - des réactions allergiques. 
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Il existe également une augmentation significative de la proportion des lymphocytes T activés 
dans le sang et la muqueuse bronchique des sujets atteints d’asthme sévère (Jeffery 1989). Il 
existe des lymphocytes T auxiliaires (ou helper : Th) qui peuvent être divisés en 2 sous-
classes : les Th1 et les Th2. Ces 2 types de lymphocytes se régulent entre eux et ils contrôlent 
l’orientation de la réponse immunitaire (Mosmann 1989). Les Th2 favorisent la réaction 
allergique en produisant des cytokines qui agissent sur la croissance et la différenciation des 
éosinophiles et des mastocytes, sur la production de mucus et l’hyperréactivité bronchique 
(Mosmann 1989, Umetsu 2003, Umetsu 1988, Wills-Karp 1999). A l’inverse, les Th1 
produisent des cytokines minimisant la réaction allergique. L’augmentation constante de la 
prévalence des maladies allergiques au cours des 30 dernières années fut attribuée à une 
baisse de la réponse Th1. Cependant, il est apparu que les Th1 avaient également un effet pro-
inflammatoire et n’étaient pas capables de réguler négativement les Th2 (Hansen 1999, 
Randolph 1999). De plus, les maladies auto-immunes où la voie Th1 est impliquée, 
connaissent également une augmentation depuis les 3 dernières décennies. Ces découvertes 
suggèrent qu’il existe un autre système régulant la réponse immunitaire, les lymphocytes T 
régulateurs (Figure 2). Ces derniers ont été étudiés tout d’abord pour leur rôle suppresseur de 
l’auto-immunité. Mais ils interviennent aussi dans l’acquisition de la tolérance à un antigène. 
Parmi les lymphocytes T régulateurs, on peut citer, les cellules Th3 (Hansen 2000, Oh 2002), 
les cellules TR1 (Groux 1997), les cellules CD4+CD25+ (Sakaguchi 1995) et les cellules 
« natural killer » ou NKT (Miyamoto 2001, Terabe 2000, Wilson 1998). 
Figure 2 : Influence des différentes classes de lymphocytes T dans la régulation de la réponse 
allergique. La dichotomie Th1/Th2 est balancée par les lymphocytes T régulateurs, qui jouent un rôle 
dans l’acquisition de la tolérance aux allergènes. 
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Les lymphocytes T cytotoxiques ou CD8+, impliquées généralement dans la réponse aux 
infections, jouent aussi un rôle dans la réponse allergique. Leur action semble principalement 
dirigée vers la régulation de la production d’IgE. Plusieurs études dans les modèles murins ont 
montré qu’une déplétion des cellules T CD8+ entraîne une augmentation des taux sériques 
d’IgE spécifiques (Holmes 1997). 
Les cellules présentatrices de l’antigène (CPA) : ce sont des cellules qui jouent un rôle 
important dans la physiopathologie de la réaction allergique et notamment de l’asthme. 
Plusieurs types cellulaires sont impliqués : les macrophages alvéolaires, les cellules 
dendritiques (CD) et les lymphocytes B. Il semble que les macrophages pulmonaires aient un 
effet inhibiteur sur le développement de la réaction allergique respiratoire (Tang 2001). Ces 
cellules favorisent la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes Th1 et inhibent les 
lymphocytes Th2 (Desmedt 1998, Tang 2001). Les cellules dendritiques sont dédiées à la 
présentation de l’antigène. Leur rôle dans l’établissement de l’inflammation et dans l’allergie 
semble être plus important que tout autre CPA. Les CD ont de longues prolongations 
cytoplasmiques et sont localisées juste au dessous de la membrane basale de l’épithélium 
respiratoire. Dans les modèles murins, la réaction inflammatoire allergique dans les voies 
respiratoires est accompagnée d’une augmentation des CD dans la muqueuse pulmonaire et 
d’une augmentation de la production de leurs précurseurs dans la moelle osseuse (Desmedt 
1998, Lambrecht 1999, Tang 2001, Vermaelen 2003). Ces cellules ont également un rôle 
régulateur de la réponse immunitaire en induisant une réponse Th2 en réponse à l’inhalation 
d’un allergène (Dodge 2003). Les lymphocytes B sont également un élément central de la 
réponse allergique car ce sont eux qui produisent les IgE spécifiques. Ces cellules se 
développent dans la moelle osseuse à partir des souches hématopoïétiques. Elles peuvent 
internaliser l’antigène et le présenter aux lymphocytes T.  
Les plaquettes sanguines interviennent également dans le processus inflammatoire 
allergique. Sur leur surface, on peut trouver le récepteur de haute affinité pour les IgE, le 
Fc!RI. La stimulation des plaquettes via ce récepteur, induit le relargage de sérotonine et de 
Rantes. Les plaquettes joueraient donc un rôle dans le maintien de l’inflammation allergique. 
(Yssel 1998). 
1.1.4.2. Les médiateurs chimiques de l’allergie 
Plusieurs cellules, entre autres les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles libèrent des 
molécules médiatrices de la réaction allergique. 
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1.1.4.2.1.  Les médiateurs préformés 
L’histamine qui est synthétisée par les basophiles peut se définir comme l’un des principales 
molécules médiatrices impliquées dans la physiopathologie de l’allergie. Chimiquement, cette 
molécule est formée par la décarboxylation de l’histidine, acide aminé naturel constituant des 
chaînes protéiques. Cette réaction se fait sous l’action d’une enzyme spécifique, l’histidine 
décarboxylase. L’histamine est alors stockée, dans sa quasi-totalité, dans les mastocytes et les 
leucocytes. L’histamine est un puissant vasodilatateur, qui, en outre, augmente la perméabilité 
capillaire ; elle provoque une bronchoconstriction et active les cellules inflammatoires. (Jamet 
2006). 
Les enzymes protéolytiques telles que la tryptase, la cathepsine G et la superoxyde-
dismutase sont libérées par les mastocytes et les basophiles et ont un rôle dans la réponse 
inflammatoire. 
D’autres médiateurs sont présents dans les granules des basophiles, tels que l’ECFA 
(eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis) et le NCFA (neutrophil chemotactic factor of 
anaphylaxis), et dans les granules des éosinophiles comme le MBP (major basic protein), 
l’ECP (eosinophil cationic protein), l’EPO (eosinophil peroxidase) et l’EDN (eosinophil 
derived neurotoxin) (Prin 1996). 
1.1.4.2.2.  Les médiateurs néoformés 
Les plus importants sont les médiateurs lipidiques : les leucotriènes (LT), les thromboxanes 
(TX) et les prostaglandines (PG). Ils sont issus du métabolisme de l’acide arachidonique. Le 
PAF (plaquette activating factor), provenant du métabolisme des lysophospholipides, est 
produit par un grand nombre de cellules (macrophages, neutrophiles, éosinophiles et 
plaquettes) (Molina 1997). Ces médiateurs jouent un rôle dans la bronchoconstriction, la 
vasoconstriction, le recrutement des plaquettes et l’agrégation plaquettaire. 
1.1.4.2.3. Les cytokines  
La communication entre les différents types cellulaires est assurée par des facteurs solubles : 
les cytokines qui sont des polypeptides et des glycoprotéines de masse moléculaire inférieure 
à 50 kDa. Toute cellule possédant à sa surface un récepteur spécifique à une cytokine peut 
voir son activité modifiée par l’interaction de ce récepteur spécifique avec la cytokine. Le 
monde des cytokines est donc constitué, tant par des facteurs solubles que par des constituants 
membranaires que sont les récepteurs. Ce qui distingue les cytokines des hormones, ce sont 
les nombreuses sources potentielles ainsi que le grand nombre de cellules cibles différentes, 
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impliquant un large spectre d’action et des activités qui peuvent être aussi bien autocrines que 
paracrines, voire ne pas nécessiter de sécrétion et agir lors d’un simple contact membranaire. 
Certaines cytokines peuvent également agir de façon endocrine (ex. IL-1, IL-6 TNF…). 
Enfin, il existe une forte redondance des activités, puisqu’un même effet peut être obtenu avec 
des cytokines différentes. Les productions spontanées de cytokines sont extrêmement faibles 
et ces médiateurs sont essentiellement produits lors d’une activation cellulaire. Parmi les 
cytokines qui activent le système immunitaire, on trouve : les interleukines (IL-1, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13…), les lymphotoxines (TNF"), les Colony Stimulating Factor 
en particulier le GM-CSF, les interférons comme IFN# (Berger 1996, Goetzl 2008, 
Guenounou 2000, Ponvert 1997). Les cytokines sont souvent classées en 2 groupes, les 
cytokines Th1 et Th2. Les premières sont produites en majeure partie par les lymphocytes 
Th1, elles induisent une inhibition de la réponse allergique, alors que les cytokines Th2 sont 
produites par les lymphocytes Th2 et favorisent la réaction allergique.  
1.1.4.2.4.  Les chimiokines 
Ce sont des cytokines chimiotactiques qui sont, elles aussi, de faible masse moléculaire (6 -
 15 kDa) et dont la classification est basée sur une homologie de séquence concernant des 
résidus cystéines. On distingue la sous-famille CXC (chimiokines a, telle l’IL-8) et la sous-
famille CC (chimiokines b, telles le Rantes, les MCP-1-5 et l’éotaxine). 
Les chimiokines sont impliquées dans les réactions allergiques et inflammatoires, en 
particulier dans le recrutement leucocytaire, notamment des basophiles, éosinophiles, 
monocytes, au niveau du site inflammatoire. Elles sont produites par de nombreux types 
cellulaires dont les cellules mononuclées, neutrophiles, éosinophiles, plaquettes, cellules 
endothéliales, mastocytes et cellules épithéliales. La présence de Rantes et de MCP-3 a été 
retrouvée au niveau des biopsies cutanées et bronchiques de sujets atopiques après 
provocation allergénique. De même, l’éotaxine a été identifiée comme un marqueur de 
différenciation des cellules Th2. (Humbert 2004, Tsicopoulos 1997). 
1.1.5. Facteurs de risque 
Les allergies respiratoires sont typiquement des manifestations multifactorielles qui résultent 
à la fois de facteurs génétiques prédisposants et de facteurs environnementaux. La 
prédisposition génétique est associée à la fois au phénotype atopique (tendance héréditaire à 
avoir des réactions allergiques) et à l’hyperréactivité bronchique. Il est possible que des 
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facteurs liés à la mère et s’exprimant pendant la grossesse puissent déterminer la survenue de 
l’atopie. 
Mais les facteurs prédisposants ne peuvent pas expliquer - à eux seuls - l’augmentation de 
l’incidence et de la prévalence des allergies respiratoires. De nombreux facteurs 
environnementaux sont en cause. Les facteurs causaux, tels que les allergènes de 
l’environnement extérieur (issus de pollen et de moisissures) et ceux liés à l’environnement 
domestique (issus d’acariens, d’animaux domestiques et de blattes), seraient à la base des 
phénomènes de sensibilisation chez les individus prédisposés. Les facteurs favorisants, tels 
que la pollution atmosphérique (polluants gazeux et particulaires) et le style de vie (taille de la 
famille, médicaments, obésité, tabagisme….) entreraient aussi en jeu dans le développement 
des manifestations allergiques. Enfin, les facteurs déclenchants (effort physique, climat, 
stress, irritants….) seraient directement impliqués dans les phases initiales des allergies, en 
particulier les crises d’asthme. 
1.1.5.1. Les facteurs prédisposants 
Ces facteurs peuvent soit prédisposer soit protéger les individus par rapport au développement 
de la maladie. Cette catégorie de facteurs comprend les facteurs génétiques, l’atopie, 
l’hyperactivité bronchique, le sexe, l’âge et l’appartenance ethnique.  
1.1.5.1.1.  La prédisposition génétique 
Le facteur de risque le plus important prédisposant au développement des allergies 
respiratoires, y compris l’asthme, est de loin l'existence d'autres cas familiaux. Avoir au moins 
un parent asthmatique multiplie par deux le risque d'être soi même asthmatique. Ainsi il 
existerait « un ou plus vraisemblablement des gènes de l'allergie et de l'atopie ». L'incidence 
familiale oscille entre 40 et 65 % dans les familles d'allergiques alors que les pourcentages 
obtenus dans les groupes témoins non allergiques varient de 7 à 27 % (Demoly 1996).  
Des études portant sur des jumeaux ont démontré que les taux de concordance de l’asthme et 
la rhinite sont substantiellement plus élevés chez les vrais jumeaux que chez les faux 
jumeaux, suggérant ainsi une forte contribution génétique (Holloway 1999, Wiesch 1999). 
Dans l'héritabilité de l'asthme et des manifestations associées, de multiples gènes de 
susceptibilité seraient impliqués (Los 2001) (Figure 2). 
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Figure 3 : Les gènes de susceptibilité de l’asthme et d’autres manifestations associées. Ils regroupent 
les gènes identifiés par clonage positionnel après repérage d’un lien avec l’asthme ou l’atopie ainsi que 
les gènes candidats dont l’association à l’asthme et l’atopie est très vraisemblable. (Vercelli 2008) 
Les preuves fournies par quelques études semblent indiquer que 50 % des cas d’asthme dans 
la population générale sont attribuables à l’atopie (Pearce 1999). Chez les enfants, par contre, 
cette proportion est beaucoup plus importante : 90 à 95 % des cas d’asthme chez l’enfant sont 
liés à l’atopie, mais seulement 25 à 30 % des enfants atopiques sont asthmatiques (2001). 
Quelques études ont montré que l’établissement d’un désordre allergique chez les individus 
est déterminé au cours de la prime enfance, voire pendant la vie fœtale (Piccini 1993, Stazi 
2002). 
L’hyperréactivité bronchique a une composante héréditaire et est étroitement liée aux niveaux 
d’IgE sériques et à l’inflammation des voies aériennes. (Jansen 1999, Laprise 1997, Postma 
1995). 
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1.1.5.1.2. Sexe, âge 
Plusieurs études ont mis en évidence des facteurs tels que l’âge et le sexe, comme facteurs de 
risque dans les allergies. En effet, la fréquence de l’asthme est au moins 2 fois plus élevée 
chez les garçons que chez les filles. Par contre, il n’existerait pas de différence entre les 
2 sexes pour les rhumes des foins ou rhinite (Sears 1993).  
Chez un individu, au cours de l’histoire naturelle de l’allergie, la rhino-conjonctivite 
pollinique précède le plus souvent les autres manifestations allergiques, en particulier 
l’asthme. Les symptômes du rhume des foins s’atténuent avec l’âge et disparaissent le plus 
souvent après le vieillissement du système immunitaire. (Rancé 2007). 
1.1.5.2. Les facteurs causaux : les allergènes  
Les allergènes sont des composants naturels de l'environnement. L'identification des sources 
d'allergènes responsables de la symptomatologie est un préalable indispensable pour initier 
des conseils et des traitements spécifiques. Les allergènes, qui sont pour la plupart des 
protéines, sont des antigènes qui réagissent avec des IgE spécifiques. Parmi de très nombreux 
allergènes, ceux les plus fréquemment impliqués dans la rhinite et l'asthme (pneumallergènes) 
sont issus de : pollen, moisissures, acariens et animaux domestiques. Dans le cas des 
pollinoses, différentes parties des grains de pollen contiennent de nombreux allergènes 
responsables des manifestations allergiques. 
1.1.5.2.1.  Pollen et allergènes végétaux 
Les grains de pollen contiennent les principaux allergènes de l’environnement extérieur. Les 
pollen sont souvent classés, dans le domaine de l’allergologie, en pollen d’arbres et 
d’herbacées (les Graminées étant incluses dans ce deuxième groupe). L’étude plus spécifique 
du pollen fera l’objet de la section 1.2 « Pollen et granules ». 
Bien qu’un grand nombre d’allergènes végétaux correspondent à des allergènes de pollen, il 
existe aussi  des allergènes végétaux non polliniques pouvant entraîner rhinite et asthme. 
Feuilles, graines et fleurs semblent disposer d’un potentiel allergénique (Bessot 2003, Leduc 
2008). 
1.1.5.2.2.  Les moisissures 
Les moisissures - champignons microscopiques - sont des organismes ubiquitaires dont 
beaucoup sont utilisés comme agent de dégradation des produits alimentaires ou industriels. 
Les pneumallergènes issus de ces champignons sont présents dans les environnements 
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extérieurs et intérieurs. Certains auteurs considèrent que la saison des moisissures 
atmosphériques comprise entre juin et octobre, constitue une prolongation de la saison 
pollinique (Larsen 1981). Les moisissures les plus connues font partie des genres Alternaria, 
Aspergillus, Cladosporium et Penicillium. La petite taille de leurs spores (3 à 10 $m) favorise 
leur pénétration dans les voies respiratoires. Elles provoquent des allergies saisonnières mais 
également perannuelles de type de rhinite, conjonctivite, asthme. Elles peuvent aussi être 
associées à une fréquence plus élevée d’infections respiratoires et à une altération de la 
fonction pulmonaire (Brunekreef 1989). La fréquence de sensibilisations cutanées, vis-à-vis 
de Cladosporium, chez les enfants de moins de quatre ans, atteint 42 % puis décroît avec l’âge 
(de Blay 2000). 
1.1.5.2.3.  Les acariens 
Les allergènes intérieurs les plus importants sont ceux provenant des acariens (de quelques 
dizaines de micromètres à 3 cm) qui font partie des arachnides. Ils se comptent par millions 
dans nos literies et nos moquettes où ils se nourrissent des débris de peau et de poils. 65 à 
90 % des asthmes de l’enfant et de l’adulte jeune sont associés à une sensibilisation aux 
acariens et à leurs fèces. Il en existe plus de 50000 espèces répertoriées, mais ceux 
responsables des allergies regroupent les acariens pyroglyphides (essentiellement les espèces 
Dermatophagoïdes pteronyssinus, Dermatophagoïdes farinae, Dermatophagoïdes microceras 
et Euroglyphus maynei) et les acariens de stockage, source occasionnelle d’allergène de la 
poussière de la maison (Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescencia et Glyciphagus 
domesticus) (de Blay 2000). 
1.1.5.2.4.  Les animaux domestiques et les blattes 
Les animaux domestiques à poils et à plumes émettent des allergènes dans les sécrétions 
comme la salive, les excrétions (principalement l’urine) et les desquamations. Ces allergènes 
peuvent être retenus sur les moquettes et les meubles capitonnés. Ils peuvent persister 
longtemps, même après éviction des animaux. 
Dans les pays occidentaux, les allergènes associés au chat sont ceux le plus fréquemment 
responsables de sensibilisation après ceux des acariens ; l’exposition aux chats est fréquente et 
les sensibilisations peuvent atteindre 25 % d’une population générale (de Blay 2000). 
L’exposition au chien va de 31 à 50 % en Europe ; la prévalence de la sensibilisation varie de 
3 à 14 % dans une population non sélectionnée et jusqu’à 40 % chez les enfants asthmatiques 
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(de Blay 2000). L’exposition au lapin, en tant qu’animal de compagnie, peut induire un 
asthme et/ou une rhinite allergique. (Choi 2007).  
De plus, d’autres rongeurs dans l’habitat domestique, comme les rats et les souris, constituent 
aussi une source d’allergènes. Des quantités importantes d’allergènes de rongeurs ont été 
mises en évidence dans les litières de ces animaux, mais également dans les poussières du sol. 
Rats et souris sont bien connus comme agents responsables d’allergies respiratoires 
professionnelles chez les employés d’animalerie ou les chercheurs, la prévalence des 
sensibilisations variant de 14 à 15 % dans ces populations (Bessot 2008). 
De même, les blattes sont des sources d’allergènes fréquentes dans de nombreux pays. Ceci 
est plus particulièrement vrai dans les régions chaudes d’Amérique du Nord et d’Asie, mais 
elles constituent une cause relativement rare d’allergie en Europe (Moscato 1991). En France, 
la fréquence de sensibilisation à ces insectes, parmi les patients consultant en allergologie, 
varie de 9,8 % à Strasbourg à 22 % à Paris (Bidat 1993, de Blay 1997). 
1.1.5.2.5.  Les réactions croisées 
Des sources allergéniques, ayant une origine taxonomique proche de celle qui est l’origine 
d’une sensibilisation, peuvent déclencher des manifestations allergiques. C’est le cas des 
allergies qui proviennent d’allergènes présents dans une même famille botanique, tels que les 
Graminées. Une personne allergique au pollen de fléole peut développer une allergie au 
pollen de dactyle, par exemple.  
Des associations plus surprenantes d’allergies respiratoires, en particulier de pollinose, avec 
des allergies alimentaires ont été observées depuis maintenant plusieurs décennies. Certains 
patients allergiques aux acariens peuvent ainsi développer des allergies aux escargots et aux 
fruits de mer tels que les homards et les crevettes. Les allergies aux phanères des chats ou aux 
plumes d’oiseau peuvent être associées à une allergie alimentaire due à la consommation de 
viande de porc ou d’œufs, respectivement. Les allergies polliniques sont généralement 
associées aux allergies alimentaires causées par des légumes et des fruits le plus souvent crus 
(tableau 1). 
 
 
 
Chapitre 1 : État de l’art 
 
 
- 30 - 
Tableau 1 : Les réactions croisées les plus fréquentes, entre pollen et aliments (ALK-ABELLO 
2008a). 
 
1.1.5.3. Les facteurs favorisants 
Depuis plusieurs années, l’'augmentation des allergies respiratoires et de la mortalité qui lui 
est liée, est supérieure aux prévisions les plus pessimistes. L'essentiel des hypothèses repose 
sur l'intervention de facteurs aggravants, dits cofacteurs, liés à l'environnement et au mode de 
vie, tels que le tabagisme, la pollution atmosphérique, les changements des habitudes 
alimentaires et l’urbanisation croissante. 
1.1.5.3.1. Le tabagisme 
La fumée de tabac, source omniprésente d’irritants à l’intérieur des bâtiments jusqu’à il y a 
peu encore, produit un mélange gazeux de vapeurs et de particules. Le tabagisme, surtout 
passif, est fortement suspecté d’entraîner une élévation des IgE et également des affections 
allergiques et de l’asthme, surtout  chez les enfants.  
Plusieurs études mettent clairement en évidence le rôle de la fumée de tabac dans 
l’augmentation du risque de développement des maladies des voies respiratoires inférieures in 
utero (Gilliland 2000, Li 2000), dans la prime enfance (Nafstad 1997) et jusqu’à 
l’adolescence  (Ferrence 2000). Ainsi, chez n'importe quel enfant, il favorise les infections des 
voies aériennes supérieures et inférieures, modifie la croissance et l'évolution naturelle de la 
fonction respiratoire, facilite l'apparition et l'aggravation d'un asthme, induit ou exacerbe une 
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hyperréactivité bronchique. Chez l'enfant atopique, le tabagisme passif potentialise la 
symptomatologie de l'allergie respiratoire (Dubus 1999). 
De même, le tabagisme actif pourrait contribuer à la sévérité de l’asthme, sans toutefois être la 
cause de son développement (Siroux 2000). 
1.1.5.3.2.  La pollution atmosphérique 
Les polluants gazeux et particulaires sont considérés comme facteurs aggravants de la 
réaction allergique. Dans les pays occidentaux, la pollution atmosphérique est liée, d’une part, 
à des composés gazeux comme l’ozone (O3), les oxydes d’azote (NO, NO2), les 
hydrocarbures ainsi que le dioxyde de soufre (SO2) et, d’autre part, à des polluants 
particulaires tels que les PM10, PM2,5 et les particules diesel. Ces polluants agissent, soit d’une 
manière directe, en fragilisant l’appareil respiratoire, soit sur les aéroallergènes tels que ceux 
contenus dans les grains de pollen, en modifiant leur allergénicité ou, encore, en jouant sur la 
structure même du pollen.  
De nombreuses études réalisées in vitro ou in vivo ont évalué les effets inflammatoires de 
l’ozone sur les voies aériennes. L’exposition à des concentrations d’ozone inférieures à 
0,5 ppm, en l’absence d’exercice physique, n’entraîne pas d’effet sur la fonction respiratoire. 
En revanche, l’exposition à l’ozone lors d’un exercice musculaire diminue les performances 
ventilatoires (diminution de la capacité vitale forcée et du volume expiré maximal par 
seconde) et augmente la résistance des voies aériennes et la dyspnée (Castillejos 1995, 
McConnell 2002). Un des effets les plus importants de l’ozone chez les sujets asthmatiques 
est probablement l’aggravation de l’inflammation chronique des voies aériennes (Vagaggini 
2002). De nombreuses études suggèrent que les effets de l’ozone sur l’obstruction bronchique 
sont beaucoup plus marqués chez les patients asthmatiques que chez les sujets sains. 
L’exposition à l’ozone augmente la réponse immédiate et retardée à l’allergène chez les sujets 
asthmatiques (Ball 1996, Vagaggini 1999). L’ozone induit une augmentation de la production 
intracellulaire de dérivés oxygénés et de la perméabilité des cellules épithéliales, qui 
pourraient favoriser la pénétration des allergènes inhalés dans la muqueuse respiratoire et la 
production de cytokines proinflammatoires (Li 2006). 
Le dioxyde de soufre induit une bronchoconstriction rapide chez les sujets sains et 
allergiques. Des auteurs ont observés une association entre un polymorphisme d’un promoteur 
du gène du TNF" et la susceptibilité de sujets asthmatiques au dioxyde de soufre inhalé, avec 
une baisse supérieure à 12 % du volume expiré maximal par seconde (Winterton 2001). 
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L’exposition au dioxyde d’azote est associée à une augmentation de la prévalence de 
l’asthme et de la rhinite allergique (de Marco 2002). Chez la souris, l’exposition au dioxyde 
d’azote augmente la réponse inflammatoire de type allergique et l’hyperréactivité bronchique 
(Poynter 2006). L’exposition au dioxyde d’azote pourrait favoriser la sensibilisation aux 
allergènes inhalés. Une exposition à 0,4 ppm de dioxyde d’azote pendant 4 heures 
augmenterait la réponse immédiate et retardée à l’allergène chez des sujets asthmatiques 
(D'Amato 2005). 
Parmi les polluants particulaires, les particules de diesel ont été les plus étudiées (Tableau 
2). L’exposition répétée à des petites doses de particules diesel dans un modèle animal (souris 
BALB/c allergiques à l’ovalbumine) augmente la réponse au test de provocation bronchique 
allergénique. Cette augmentation de l’hyperactivité bronchique est due à la production 
excessive de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (Matsumoto 2006). D’autres 
études ont montré que les particules diesel entraînent la libération d’IL-4 et d’histamine par 
les basophiles mis en culture, provenant d’individus sensibilisés aux pneumallergènes. Cette 
libération intervient au bout de 2 heures et se prolonge pendant 20 heures. Elle est aussi 
importante avec les basophiles des individus sensibilisés qu’avec ceux des témoins. Dans le 
même sens, plusieurs études ont montré que ces particules, chez des sujets sensibilisés aux 
acariens ou à l’hémocyanine, augmentaient la production nasale d’IL-4. Elles augmentent 
aussi la sensibilisation allergique et la production de novo d’IgE. (Devouassoux 2002, Diaz-
Sanchez 1999, Diaz-Sanchez 2000, Riedl 2005). 
Pour les PM10, dans le cas d’une concentration de 10 $g/m
3 de ces particules, une 
augmentation des crises d’asthme a pu être mesurée (+ 3 %) (Dockery 1994). De la même 
façon, une association peut être faite, concernant les PM10, avec l’utilisation d’un broncho-
dilatateur (+ 2,9 %), des visites  aux urgences (+ 3,4 %) et des cas d’hospitalisation pour crise 
d’asthme (+ 1,9 %) (Dockery 1994). 
Heinrich et al. ont montré que la pollution automobile, tous facteurs confondus, entraîne 
quelques risques notables, mais peu importants sur le rhume de foins (OR = 1,16) et la toux 
nocturne (OR = 1,36) (Heinrich 2005). Pourtant, l’urbanisation et le trafic automobile sont 
pointés du doigt au Japon où la morbidité allergique est liée à 60 % à l’allergie au pollen de 
cèdre rouge. En effet, sa prévalence varie de 1,7 % (régions montagneuses où il n’y a ni 
pollen de cèdre, ni circulation automobile) à 5,1 % (en forêt où le pollen est abondant) et à 
13,2 % en ville (présence de pollen et de trafic automobile) (Ishizaki 1987). Une autre étude 
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de Chunling et al. montre que le volume du trafic automobile est corrélé avec la concentration 
de NO2 et insiste sur l’importance des symptômes de rhinite(Chunling 2002). 
Tableau 2 : Effets adjuvants des particules diesel sur la réponse inflammatoire allergique. (Bonay 
2007) 
 
GM-CSF : granulocyte macrophage colony stimulating factor ; TH2 : T helper de type 2 ; Rantes : 
regulation upon activation normal T cell expressed and secreted ; MCP-3 : macrophage 
chemoattractant protein-3 ; MIP-1" : macrophage inflammatory protein-1" ; KLH : keyhole limpet 
hemocyanin. 
Outre le rôle néfaste des polluants atmosphériques et du tabagisme sur l’appareil respiratoire, 
les polluants peuvent agir sur les grains de pollen, soit en fragilisant la membrane pollinique, 
ce qui facilite la libération de petites particules cytoplasmiques dites granules cytoplasmiques 
de pollen ou GCP (Motta 2006), soit en modifiant les allergènes polliniques (Rogerieux 
2007). Ce mécanisme sera détaillé dans la section 1.2 « Pollen et Granules ». 
1.1.5.3.3.  Les infections 
Les infections ont une relation complexe avec les maladies allergiques respiratoires, 
notamment l’asthme. Elles ont été associées, selon les études, soit à l’augmentation 
(infections respiratoires virales) soit à une diminution (exposition aux microbes par la voie 
oro-fécale ou contamination de la nourriture) du risque de développement de l’asthme. À 
court terme, chez les enfants aussi bien que chez les adultes, les infections respiratoires aiguës 
de type viral provoquent l’exacerbation de l’asthme (Gern 2000, Johnston 1998). Les 
infections virales provoquent l’exacerbation de l’asthme. En effet, une étude a mis en 
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évidence l'existence de stigmates d'infection virale des voies aériennes dans 80 à 85 % des 
exacerbations d'asthme chez l'enfant scolarisé de 9 à 11 ans.  
De même, chez l’adulte (Teichtahl 1997), la survenue d'une infection respiratoire virale 
semble responsable de 37 % des hospitalisations pour asthme, surtout en période hivernale. 
Les virus  les plus fréquemment mis en causes sont les picornavirus, le coronavirus, 
l’influenza, la parainfluenza, le virus respiratoire syncytial (VRS) et l’adénovirus (WHO 
2002). 
Les infections bactériennes chroniques, particulièrement celles à Chlamydia pneumonia, 
semblent jouer chez l’enfant un rôle important dans le développement de l’asthme au cours de 
la vie adulte (WHO 2002). Les données disponibles concernent surtout l’association entre, 
d’une part, infection bactérienne chronique des voies respiratoires et asthme sévère (Gencay 
2001) et, d’autre part, infection bactérienne et exacerbation de l’asthme (Allegra 1994). 
L’amélioration de l’hygiène et la limitation de la circulation de certaines infections dans la 
population sont associées à l’augmentation de la prévalence de l’atopie et des maladies 
allergiques dans les pays occidentaux. On a remarqué ainsi que les allergies respiratoires 
étaient moins fréquentes chez les personnes largement exposées aux microorganismes 
bactériens transmis par voie oro-fécale (Matricardi 2000). 
1.1.5.3.4.  Le mode de vie 
L’occidentalisation du mode de vie, notamment la faible taille des familles, l’hygiène accrue, 
le traitement des infections, les vaccinations, le plus grand nombre d’enfants gardés à 
domicile, et l’obésité, favoriseraient l’émergence des allergies respiratoires. Le meilleur 
exemple pour décrire ce facteur de risque est la réunification de l’Allemagne. Après cette 
réunification en 1990, il a été observé une augmentation significative du nombre de patients 
allergiques en Allemagne de l’Est considérée comme non occidentale avant 1990. (von 
Mutius 1994, Weiland 1999). Ceci serait dû à la progression sociale modifiant les aspects de 
la famille et les comportements au quotidien.  
La plus grande fréquence des allergies dans les pays occidentaux a été mise sur le compte du 
mode de vie spécifique. La fréquence du rhume des foins est inversement corrélée à la taille 
de la famille : plus la fratrie est nombreuse, moins l’enfant risque de développer une 
pollinose (Bernsen 2003, Bodner 1998, Cohet 2004, Strachan 1989, Wickens 1999) ; ainsi les 
enfants uniques auraient un risque significativement plus élevé de développer des allergies. 
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Cependant l’admission précoce en crèche diminuerait le risque allergique ultérieur (Haby 
2000, Krämer 1999, Nystad 2000). 
Des études épidémiologiques ont montré que des enfants d’une première grossesse tardive 
ont un risque significativement plus élevé de développer les maladies allergiques (Ring 2001). 
D’autres signalent que l’allaitement maternel est un facteur protecteur pour l’asthme (Host 
2004). 
L’utilisation d’antibiotiques au cours de la première année de vie augmenterait le risque 
allergique. Dans l’étude de Wickens et al., une association entre l’utilisation des antibiotiques 
et l’existence d’un asthme à l’âge de 5-10 ans est mise en évidence (Wickens 1999). Cette 
liaison est plus significative dans le cas d’une utilisation des antibiotiques au cours de la 
première année de vie. Par contre, dans cette étude, l’association de l’antibiothérapie à la 
pollinose n’était pas significative. Droste et al. donnent des résultats comparables pour 
l’asthme, mais ils montrent que le risque de pollinose à 7-8 ans est associé à l’antibiothérapie 
au cours de la première année de vie (Droste 2000). Parmi les autres médicaments incriminés 
figure le paracétamol, dont l’utilisation en fin de grossesse et chez les nourrissons serait 
associée à un risque accru de wheezing, de rhinites allergiques et de dermatite atopique. 
(Barragan-Meijueiro 2006, Jedrychowski 2006, Shaheen 2005, Shaheen 2002). Certaines 
caractéristiques du style de vie anthroposophique comme, par exemple, la restriction de 
l’usage des antibiotiques et des antipyrétiques, sont associées à une réduction du risque de 
maladies allergiques chez l’enfant (Enriquez 2005, Flöistrup 2006). 
L’alimentation et l’obésité sont également suspectées dans l’augmentation du risque 
d’allergie respiratoire, en particulier en ce qui concerne l’asthme et l’hyperactivité 
bronchique. La consommation de hamburgers est ainsi associée aux symptômes d’asthme 
(Tsai 2005). La consommation de plats à emporter a montré une association similaire avec 
l’hyperactivité bronchique (Tsai 2005). D’autre part, plusieurs études ont signalé des 
associations fortes entre asthme et obésité aussi bien qu’entre asthme et indice de masse 
corporelle, chez les enfants et les adultes (Canoy 2004, Hallstrand 2005, Hong 2006, Nystad 
2004, Sin 2004). 
La vie en ville présenterait un facteur de risque de développement des allergies respiratoires 
quand on compare ce mode de vie au mode de vie rural. De plus, plusieurs études ont montré 
que naître et vivre à la ferme pendant les deux premières années de vie réduisait le risque 
allergique par rapport aux témoins constitués soit par des citadins soit par des ruraux ne vivant 
pas à la ferme. Riedler et al. montrent que le rhume des foins est significativement moins 
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fréquent à l’âge de 8-10 ans chez les enfants vivants à la ferme (3,1 %) comparés à ceux qui 
n’ont pas eu de contact avec un environnent de ce type (10,3 %) (Riedler 2000). 
1.1.5.4. Les facteurs déclenchants 
Certains facteurs de risque déclenchent les crises d’asthme ou l’aggravation des symptômes 
asthmatiques, en induisant une réaction allergique. Ces facteurs sont variables selon les 
personnes et la période considérée. 
Les facteurs déclenchants reconnus sont principalement : 
- l’exercice physique, qui entraîne une hyperventilation et favorise une inhalation 
accrue de grains de pollen. Des études cliniques montrent que beaucoup d’allergies 
polliniques se manifestent (ou débutent) lors d’une sortie en plein air (Clark 1999) ; 
- les orages et la pluie fine : des épidémies d’asthme aigu grave ont été associées à ces 
phénomènes, en particulier à Londres et à Melbourne. (Anto 1997, Bellomo 1992, 
Davidson 1996, Newson 1997) ; 
- l’exposition professionnelle à des produits chimiques tels que les isocyanates (Chan-
Yeung 1995) ; 
- l’exposition continue à des allergènes intérieurs en période pré et postnatale, déjà 
considérée comme un facteur initiateur de l’atopie (Platts-Mills 2003). 
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1.2. Pollen et Granules 
Le pollen, producteur des gamètes mâles des végétaux supérieurs, est souvent classé, dans les 
domaines de l’allergologie et de l’aérobiologie tout au moins, en trois groupes dont un 
premier pour les arbres et deux pour les herbacées, lesquels sont différenciés généralement 
en pollen de Graminées et pollen d’autres herbacées. 
Le pollen issu des Graminées est quantitativement une des sources majeures 
d’aéroallergènes, aussi bien dans les régions occidentales que dans d’autres zones 
géographiques. Il est responsable de maladies allergiques comme l’asthme et la rhinite. La 
prévalence de ces manifestations augmente depuis quelques décennies. Ceci est 
vraisemblablement dû, en partie, à une augmentation de la concentration pollinique dans 
l’air, liée à des changements climatiques assez généraux, avec un effet potentiel de la 
température et de la concentration en gaz carbonique pouvant avoir une influence 
particulière (Wayne 2002). 
D’autre part, outre son rôle sur l’appareil respiratoire, la pollution atmosphérique induit une 
fragilisation de la membrane du grain de pollen, qui peut ainsi, notamment au contact de 
l’eau, libérer de petites particules dites granules cytoplasmiques de pollen ou GCP. Ces 
particules, de petite taille, contiennent des allergènes majeurs de pollen. En fonction de cette 
taille réduite, les granules peuvent pénétrer plus profondément que le grain de pollen dans 
l’appareil respiratoire et provoquer ainsi des réactions allergiques plus fortes que celles 
induites par le pollen. De ce fait, les GCP sont mises en cause dans les épisodes épidémiques 
d’asthme associés aux orages.  
1.2.1. Généralités 
Le mot « pollen » du latin pollen, fleur de farine, désigne normalement une substance et ne 
devrait être employé qu’au singulier. Dans le langage courant et par assimilation, on utilise ce 
terme pour « grain de pollen » au singulier comme au pluriel. 
Le grain de pollen est l’élément reproducteur microscopique produit par les organes mâles des 
plantes (anthères des étamines). Le grain de pollen est composé de plusieurs cellules et d’une 
paroi appelée sporoderme. Il est libéré à maturité par déhiscence de l’anthère (Thibaudon 
2003). Il intervient dans la fécondation de l’organe femelle des plantes après avoir été déplacé 
et déposé sur les stigmates des fleurs. Le transport s’effectue par le vent pour les plantes dites 
anémophiles, par les insectes pour les plantes entomophiles, parfois par les animaux (chauves-
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souris) pour les plantes chéiroptérophiles ou par les oiseaux pour les ornithophiles. Plus 
rarement, le transport se fait par l’eau, notamment pour les plantes immergées hydrophiles. 
(Thibaudon 2003) 
Un grain de pollen est caractérisé par sa taille, sa forme générale et les ornementations de sa 
couche externe appelée « exine ». Certaines de ces caractéristiques permettent d’identifier la 
plante qui est productrice. Les grains de pollen mesurent de 2,5 à 220 $m selon les espèces, 
avec une taille moyenne de 20 à 60 $m. Ils ont, souvent, une forme sphérique ou ovoïde. 
La paroi des grains de pollen possède des ouvertures appelées apertures. Elles permettent la 
libération de substances solubles dès que le grain de pollen rencontre une surface humide. Les 
apertures permettent également le passage du tube pollinique lors de la germination du grain 
de pollen sur la fleur femelle.  
La paroi du grain de pollen ou sporoderme comprend deux couches concentriques de 
composition chimique différente. La couche externe, l’exine, est constituée d’un copolymère 
de phénols et de dérivés d’acide gras appelé sporopollénine (Ahlers 1999). De nature gluco-
lipidique, c’est un ensemble de polymères oxydés de caroténoïdes et d’ester de caroténoïdes 
très résistant aux dégradations biologiques et chimiques (sauf oxydation) (Meuter-Gerhards 
1999, Thibaudon 2003). L’exine comprend l’endexine et l’ectexine externe, très 
caractéristique du grain de pollen de chaque espèce végétale. L’exine est tapissée, pour 
certaines espèces, de petites particules dites orbicules qui peuvent être des vecteurs 
d’allergènes (Vinckier 2001). Ces orbicules sont fréquentes sur le pollen de cyprès et en plus 
petites quantités pour ce qui est des pollen de Graminées (Taylor 2007). La couche interne - 
l’intine - est de nature pectocellulosique. Elle délimite le cytoplasme du pollen. Contenant, 
elle aussi, des allergènes, elle est peu résistante et disparaît avec le contenu cellulaire.  
Le grain de pollen a une composition biochimique complexe. Il comporte des glucides 
(cellulose 3 à 10 %, hémicellulose, callose et divers polysaccharides), des composés 
lipidiques (acides gras, caroténoïdes et sporopollénine ; entre 3 et 25 %), des protéines et des 
éléments minéraux (Rancé 2007).  
Différentes classifications peuvent être utilisées pour classer les pollen selon l’utilisation 
envisagée. En aérobiologie et en allergologie, on retient souvent trois groupes. (Tableau 3)  
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Tableau 3 : Principales espèces et familles botaniques dont les pollen sont impliqués dans les 
pollinoses en France (www.pollens.fr).  
 
Tous les pollen ne sont pas allergisants. Pour provoquer des symptômes d´allergie, il paraît 
clair que les grains doivent être émis en grande quantité. De ce fait, les pollen anémophiles et 
de petite taille pouvant pénétrer plus profondément dans l’appareil respiratoire sont plus 
facilement de potentiels inducteurs d’allergie. De même, un grain de pollen doit disposer de 
substances (principalement des protéines ou des glycoprotéines) reconnues comme 
immunologiquement néfastes pour un individu donné.  
En France, le réseau de surveillance aérobiologique (RNSA) s’intéresse aux types polliniques 
les plus allergisants. Le RNSA produit, en association avec des prévisions météorologiques, 
un bulletin allergo-pollinique spécifique ainsi qu’un indice de Risque Allergique d’Exposition 
au Pollen (RAEP). Cet indice est coté de 0 à 5 (d’un risque nul à très fort). Parmi les grains de 
pollen les plus allergisants, on trouve ceux de Cyprès, Bouleau, Ambroisie et Graminées 
(figure 4).  
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Figure 4 : Cartes de risque allergique en 2008, pour le bouleau (A), le cyprès (B), l’ambroisie (C) et 
les Graminées (D), au cours des mois mentionnés entre parenthèse. (www.pollens.fr) 
1.2.2. Les Graminées : de la plante au pollen 
Les Graminées ou Poacées sont une des familles les plus cosmopolites du règne végétal. Elles 
tirent leur nom actuel du genre Poa (les pâturins). On y regroupe près de 12 000 espèces 
réparties  au sein d’un ensemble de plus de 700 genres. On retrouve  dans cette famille des 
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Graminées céréalières (blé, avoine, maïs, orge, riz, seigle, etc.) ainsi que des Graminées 
fourragères (dactyle, flouve, fléole, etc.) (figure 5). On les trouve partout, depuis les zones 
équatoriales jusqu'aux cercles polaires. Cette famille de plantes très « sociables » représente 
environ 20 % de la couverture végétale du globe terrestre. Elles sont l'élément dominant de 
plusieurs formations végétales très étendues comme la steppe, la savane, la pampa, les 
grandes plaines américaines et la pelouse alpine.  
 
Figure 5 : Famille des Graminées (ALK-ABELLO 2008b) 
La fléole des prés (figure 6)  est une plante vivace pouvant atteindre 1,50 mètre de haut. Sa 
tige est cylindrique, creuse et porte des nœuds. Ce chaume est généralement non ramifié, sauf 
au niveau du sol où un tallage dense, qui conduit à la mise en place de touffes caractéristiques, 
est fréquemment observé. Les racines produisent un chevelu important, notamment grâce à la 
formation de nombreuses racines adventives naissant à la base des tiges. Les feuilles étroites, 
à nervures parallèles, s'attachent sur les tiges par une gaine fendue montrant, à la jonction 
avec le limbe, une ligne de poils ou une languette (ligule). Les inflorescences sont formées 
d’épis d'épillets. En France, la fléole des prés est présente dans tous les départements de la 
métropole (Bock 2008).  
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Figure 6 : A – planche botanique montrant les différentes parties de la fléole des prés (Thomé 1885) ; 
B – inflorescence de fléole des prés (www.floralimages.co.uk). 
Les grains de pollen des différents genres et espèces de Graminées ont une morphologie 
relativement homogène. Les grains sont sphériques à ovoïdes, monoporés (pore distal 
operculé) bréviaxes à longiaxes, avec une exine plus ou moins granuleuse, très peu 
ornementée (scabre), avec des diamètres compris entre 15 à 55 $m. Le grain est hétéropolaire, 
à contour équatorial circulaire et contour méridien en forme d’ove. L’intine, d’épaisseur 
moyenne, est plus marquée à l’hémisphère distal. Le cytoplasme contient : (1) les organites 
cellulaires tels que mitochondries, chloroplastes et des granules, (2) trois noyaux dont 
1 végétatif et 2 génératifs. Le poids moyen d’un grain est de 40 ng. (Rancé 2007) 
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Un grand nombre de pollen de cette famille botanique sont allergisants (Jaeger 2008), en 
particulier ceux des Graminées fourragères (brome, chiendent, dactyle, sainfoin, fétuque, 
fléole, flouve, folle, houlque, ivraie, pâturin, roseau, vulpin). Les grains de pollen de 
Graminées sont les vecteurs des principaux aéroallergènes impliqués dans la survenue des 
pollinoses, en particulier pendant une période couvrant une partie du printemps et tout l’été 
dans les régions de l’Europe moyenne. Il existe un gradient nord/sud d’un mois environ (mai - 
août), parfois avec un regain en octobre. Ces périodes de pollinisation peuvent varier d’une 
année à l’autre en fonction des conditions météorologiques; ces variations vont influencer les 
concentrations polliniques annuelles, voire, globalement, le pouvoir allergisant des différentes 
Graminées impliquées. 
Dans le travail présenté ici, c’est un pollen de Graminées, celui de la fléole des prés (Phleum 
pratense) qui nous intéresse. De par sa large distribution géographique, son spectre altitudinal 
étendu (populations retrouvées jusqu’à 1800 m), son importance agronomique en tant que 
plante fourragère, son activité biologique ainsi, enfin, qu’en raison de son allergénicité 
reconnue et déjà largement étudiée, c’est un modèle de grand intérêt applicable - dans le 
domaine de l’allergologie - à d’autres pollen de Graminées (Hejl 2009, Lièvre 2009). 
L’essentiel de l’allergénicité des grains de pollen de Graminées est attribuable à un nombre 
limité d’allergènes rapidement libérés après hydratation au contact des muqueuses. 
Les allergènes identifiés dans une espèce ont des homologues dans d’autres espèces, et 
présentent donc des propriétés physicochimiques et immunologiques identiques. Sur cette 
base ont été formés les groupes 1, 2, 3, etc. rassemblant des allergènes provenant de 
différentes espèces mais qui partagent bien des propriétés semblables. Pour la fléole des prés, 
le nom de chaque allergène comprend les lettres Phl p (pour Phleum pratense), suivi d’un 
numéro en chiffre arabe, en accord avec la nomenclature officielle des allergènes de 
Graminées (Larsen 1996). A ce jour, 11 allergènes ont été identifiés et décrits pour le pollen 
de Graminées (tableau xxx) (Andersson 2003, Leduc-Brodard 1996, Mecheri 1985, 
www.allergome.org). Tous ces allergènes ont été étudiés de façon approfondie ; Les 
séquences nucléiques et protéiques primaires ainsi que la structure tridimensionnelle sont 
connues (Marknell DeWitt 2002, Rossi 2001, Suck 2000, Swoboda 2004, Valenta 2001, 
Vrtala 1999). 
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Tableau 4 : Vue d’ensemble des allergènes du pollen de fléole des prés (Hrabina 2007, Motta 2004a). 
 
Grâce aux allergènes recombinants purifiés, les allergènes sont classés en majeurs et mineurs. 
Les premiers regroupent les allergènes des groupes 1 et 5. À eux deux, ils contribuent à plus 
de 80 % de l’allergénicité des grains de pollen de Graminées (Niederberger 1998, Valenta 
1999, van Ree 1998). En revanche, moins de 20 % du potentiel allergénique de pollen de 
Graminées est en relation avec les allergènes mineurs, appartenant aux groupes 2, 3, 4, 6, 7, 
10, 11, 12 et 13 (Hrabina 2007). 
Des homologies de séquence entre les allergènes du même groupe de différentes espèces de 
Graminées sont observées. En effet, les allergènes majeurs du groupe 1 présentent un degré 
d’homologie hautement significatif (au moins 90 % au niveau des acides aminés) entre 
différentes espèces de Pooideae. L’identité globale des acides aminés, parmi les allergènes du 
groupe 5 de différentes espèces, varie de 55 à 85 %. Cette homologie se traduit par une forte 
réactivité IgE croisée entre les espèces (figure 7) (Ferreira 2004). Outre les groupes majeurs, 
d’autres allergènes mineurs (par exemple ceux du groupe 2, 3, 7, 10 et 12) présentent 
également une homologie significative (supérieure à 60 % entre espèces de Pooideae) 
(Hrabina 2007). 
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Figure 7 : Réactivité croisée pour le pollen de 16 espèces de Graminées céréalières et fourragères 
avec le pollen de fléole des prés (ALK-ABELLO 2008b). 
Les allergènes, se situent principalement à l’intérieur du cytoplasme, soit sous une forme libre 
soit en étant associés aux organites tels que les mitochondries ou les granules cytoplasmiques 
de pollen. Quelques allergènes se trouvent aussi sur ou dans l’exine ainsi que dans l’intine. La 
libération ou la diffusion des allergènes présents dans ou sur le grain de pollen est nécessaire 
pour que se déclenche une réaction chez les individus sensibilisés. Dans une atmosphère 
sèche, le grain de pollen est stable et peut conserver ses allergènes pendant des années. 
Lorsque le grain de pollen entre en contact avec la muqueuse nasale, les allergènes 
hydrosolubles diffusent dans le mucus épithélial où ils deviennent disponibles pour le système 
immunitaire (Behrendt 2001a). La libération des allergènes dépend du pH et de la 
température, avec un optimum à pH 9 et à 37 °C en ce qui concerne la quantité totale de 
protéines, et de valeurs parfois différentes pour les allergènes considérés individuellement 
(pH 7,4 pour la libération de Phl p 5, par exemple) (Behrendt 1999). La diffusion des 
allergènes hydrosolubles, de diamètre moyen de l’ordre de quelques nanomètres (2 à 5 nm), 
provenant du cytoplasme hors du grain de pollen intact pourrait s’effectuer par les 
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nombreuses microperforations (au moins une par $m2) qui traversent la couche interne de 
l’exine (1 $m). Ces microperforations ont environ 200 nm de diamètre et aboutissent dans les 
espaces inter-collumellaires. Ces chambres ou vacuoles d’environ 1 à 2 $m d’épaisseur sont 
elles-mêmes en communication avec l’extérieur du pollen par de nouvelles microperforations, 
identiques en dimensions et densité que les précédentes, traversant la couche externe de exine 
épaisse de 1 à 2 $m (Peltre 1987). 
Cependant, les allergènes peuvent également être libérés avant l’inhalation. Il est supposé que 
suite à l’action des polluants atmosphériques, les allergènes sont libérés sous forme libre et 
s’agrègent aux particules présentes dans l’air (Behrendt 2001a). Cela a, par exemple, déjà été 
observé avec des particules diesel (Knox 1997). Ces allergènes, associés à des particules fines 
et ultrafines, peuvent pénétrer plus profondément dans les poumons. Ils pourraient, par 
ailleurs, rester présents dans l’atmosphère sur des périodes plus longues que les seules 
périodes de pollinisation.  
La disponibilité des allergènes peut être rendue possible par d’autres phénomènes (figure 8), 
notamment par l’intermédiaire d’aérosols inhalables constitués, pour tout ou partie, de 
granules cytoplasmiques de pollen. 
Figure 8 : Mécanismes potentiels de la dispersion des allergènes polliniques : libération directe de 
liquide du tapetum (A), orbicules (B), fragments (C) issus de la rupture des anthères ; relargage des 
allergènes cytoplasmiques libres (D) et des granules d’amidon (E) en contact avec des surfaces 
humides, après libération par le vent ou lavage par association avec des gouttelettes d’eau (F) ; 
dispersion de fragments végétaux (G), élution des allergènes sur des surface humides (H) et adsorption 
des bioaérosols sur des particules (inorganiques), y compris les particules diesel (J). (Solomon 2002) 
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1.2.3.  Du pollen aux granules 
En contact avec de l’eau, le grain de pollen se ramollit, en quelque sorte, et peut ainsi expulser 
son cytoplasme par le pore. De ce phénomène dynamique, pratiquement instantané, il résulte 
une libération dans l’atmosphère de particules microniques (figure 9). Officiellement, aucune 
nomenclature n’existe encore pour ces microparticules. Les auteurs parlent tout à la fois de 
granules d’amidon, de particules submicroniques, subpolliniques ou paucimicroniques (Bacsi 
2006, Currie 2000, D'Amato 2007, Grote 2001, Motta 2004a, Phelps 2007, Singh 1991, 
Suphioglu 1992, Taylor 2002, Taylor 1994). Au cours de nos travaux, nous avons choisi 
d’utiliser le terme de « granules cytoplasmiques de pollen » ou GCP qui regroupe des 
granules d’amidon, des granules polysaccharidiques et d’autres débris dérivés du cytoplasme, 
vraisemblablement tous libérés en même temps dans l’atmosphère. Les granules d’amidon ou 
« starch granules » constituent les réserves énergétiques du grain de pollen et les granules 
polysaccharidiques ou « p-particles » sont des précurseurs de la membrane pollinique. Des 
études ont montré qu’un grain de pollen peut libérer entre 700 et 1000 granules d’amidon 
(taille moyenne : 1 $m) et, aussi, plus de 1 million de p-granules (taille < 500 nm) (Heslop-
Harrison 1982, Taylor 2002). 
Figure 9 : le grain 
pollen de fléole 
expulse les granules 
cytoplasmiques de 
pollen (GCP) par le 
pore, après un 
contact avec de 
l’eau. (GP : grain de 
pollen ; ST : 
granules d’amidon 
ou starch granules). 
(Grote 2001) 
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La libération des GCP dans l’atmosphère dépend de plusieurs facteurs intrinsèques, tels la 
fraîcheur du pollen, et extrinsèques, tels que l’action des polluants atmosphériques, sur le 
grain de pollen lui-même.  
En étudiant le pollen d’ivraie (Lolium perenne), Taylor et al. ont observé qu’au contact de 
l’eau, 72 % des grains de pollen, fraîchement récoltés, expulsent leur contenu cytoplasmique, 
y compris les GCP ; Cette proportion se réduit à 10 % après un stockage à température 
ambiante pendant 48 heures, alors qu’un pollen commercial, stocké pendant plus d’un an à 
4 °C, voit cette proportion baisser à moins de 1 % (Taylor 2002). De même, Taylor et al. 
montrent que les grains de pollen, issus de différentes espèces de Graminées, ne libèrent pas 
le même nombre de GCP (Taylor 2007). Par exemple, le pollen de fléole libère 5,5 fois plus 
de GCP que celui d’ivraie.  
D’autre part, la pollution atmosphérique peut fragiliser la membrane pollinique et ainsi 
faciliter la libération des GCP suite à une hydratation de pollen. En effet, Motta et al. 
observent une augmentation de la quantité des granules libérées suite à une exposition d’une 
durée de 4 heures à des polluants gazeux d’un lot de pollen de fléole commercial. Ceci est 
vrai même à des doses relativement faibles (0,5 ppm pour l’ozone et 2 ppm pour le dioxyde 
d’azote). Ce travail montre aussi des cassures importantes de la membrane pollinique après 
l’exposition des pollen à des polluants atmosphériques, ce qui laisse penser que la pollution 
atmosphérique, à elle seule, peut induire une libération des GCP (figure 10) (Motta 2006). 
Figure 10 : Pollen intact (A), pollen exposé pendant 4 heures à 2 ppm de NO2 (B) et à 0,7 ppm 
d’ozone (C) (Motta 2006). 
De plus, des facteurs météorologiques tels que les orages et la pluie fine induisent une 
augmentation de concentrations atmosphériques de ces particules. Des auteurs ont observé 
que la concentration de granules d’amidon dans l’air ambiant augmente de 20 à 50 fois après 
la survenue des orages, alors même que les grains de pollen entiers ne sont plus détectables. Il 
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faut ajouter que les GCP ont été mises en cause dans les épisodes épidémiques d’asthme 
associés aux orages ou « thunderstorm asthma » (Marks 2001, Schappi 1999, Suphioglu 1998, 
Venables 1997). Ce phénomène se caractérise par des pics d’admission aux urgences pour 
crise d’asthme suivant un mécanisme qui a été décrit par Marks et al. (Marks 2001). Dès le 
début de l’orage, les grains de pollen libèrent les GCP avec les premières gouttes de pluie. Les 
GCP sont ensuite emportés par les vents violents avant d’être entraînés au sol par la pluie 
abondante. Ils sont ainsi transportés à l’avant du front de l’orage, sur une zone pouvant 
atteindre 1 km de hauteur. Les sujets asthmatiques se trouvant dans cette zone sont alors 
exposés à de fortes concentrations de GCP en suspension et sont ainsi susceptibles de 
développer plus facilement des crises d’asthme. 
La survenue des ces épisodes allergiques, liés aux GCP, est associée à quelques allergènes 
polliniques localisés sur ou dans les GCP. Des études immunologiques par marquage ont 
révélées la présence d’allergènes majeurs, tels que Lol p 1 et Lol p 5 pour l’ivraie, Phl p 5 
pour la fléole et Bet v 1 pour le bouleau sur/dans les granules d’amidon. De même, ces 
granules, issues des grains de pollen de fléole, renferment des allergènes mineurs comme 
Phl p 4. D’autres allergènes tels que Phl p 6 et Phl p 13 ont été localisés sur les p-particles. On 
peut signaler que d’autres organites contiennent des allergènes de pollen. (Fischer 1996, Grote 
1994, Grote 2005, Singh 1991, Vrtala 1999) 
Outre les allergènes protéiques ou glycoprotéiques, les GCP, comme les grains de pollen 
peuvent contenir des substances inflammatoires tels que le (1%3)-!-glucan et du NADP(H) 
oxydase (Bacsi 2006, Boldogh 2005, Dharajiya 2008, Rylander 1999). En effet, pour 1 mg de 
pollen d’ivraie et les GCP associés à cette quantité de pollen, on a pu mesurer respectivement 
51 et 115 ng de (1%3)-!-glucan (Rylander 1999). D’autres substances inflammatoires comme 
les prostaglandines et les leucotriènes (Behrendt 2001b) peuvent être libérées à partir des 
grains de pollen, lors du contact avec la muqueuse nasale. Ces substances pourraient agir de 
concert avec les allergènes et augmenter la réponse allergique. En effet, il a été montré 
qu’elles ont un effet chemoattractant sur les polynucléaires neutrophiles de sujets allergiques 
en culture et qu’elles provoquent leur activation (Traidl-Hoffmann 2002). La libération de ces 
substances est plus élevée chez des espèces comme Phleum pratense et Lolium perenne que 
chez certaines autres espèces également allergisantes (Behrendt 2001a). 
A ce jour, aucune étude épidémiologique n’a été réalisée permettant de mettre en évidence 
l’effet des granules dans la survenue des maladies allergiques respiratoires.  
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Par contre, quelques études expérimentales ont été effectuées afin d’évaluer les caractères 
allergique et inflammatoire des GCP. In vitro, les granules issues de l’ambroisie (ragweed) et 
de l’amarante (pigweed) induisent des augmentations du taux des espèces réactives oxygénées 
(ERO, incluant les « radicaux libres », capables d’oxyder aussi bien protéines et ADN que les 
membranes cellulaires), tout autant dans des cellules humaines broncho épithéliales 
cancéreuses (A549) que dans des cellules normales (NHBE) (Bacsi 2006). 
De même, des études ont déjà montré que les GCP peuvent induire des réactions allergiques 
humorales et cellulaires chez le rat Brown Norway, sensibilisé avec du pollen de Graminées, 
et des réactions inflammatoires chez la souris BALB/c, sensibilisée avec du pollen 
d’ambroisie (Bacsi 2006, Motta 2004a, Motta 2004c).  
Enfin, chez les humains, Suphioglu et al. ont montré que les GCP isolés à partir du pollen 
d’ivraie (Lolium perenne) provoquent une réaction positive à un test cutané chez les patients 
allergiques au pollen de Graminées, ainsi qu’une réponse bronchiale anticipée chez les sujets 
présentant un asthme associé aux orages (Suphioglu 1992). Par ailleurs, Badorreck et al. ont 
observé que des patients atteints de rhinite ou d’un asthme moyen, développent des allergies 
des voies respiratoires inférieures ou « asthme » lors de l’inhalation de 8000 GCP, alors qu’ils 
développent les symptômes nasaux ou « rhinite » lors de l’inhalation de 4000 grains de pollen 
(Badorrek 2008). 
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1.3. Modèle animal et conditions d’étude 
De nombreux modèles animaux de l’allergie, tels que les chats, les chiens, les primates, les 
cochons et les rongeurs permettent de mieux définir et comprendre les mécanismes 
pathophysiologiques impliqués dans les allergies respiratoires chez les humains. Cependant 
aucun modèle animal n’est fiable à 100 %.   
Parmi les rongeurs, le rat Brown Norway offre à l’expérimentateur un outil d’étude très 
adapté puisque recouvrant une grande partie des caractéristiques biochimiques et cliniques 
de l’allergie humaine, telles que la forte production d’IgE, la prolifération lymphocytaires, 
l’hyper-éosinophilie alvéolaire et une hyperréactivité bronchique. 
Dans le modèle animal, différents protocoles expérimentaux et voies d’administration sont 
envisageables. Chacune possède ses intérêts et ses limites.  
Les protocoles expérimentaux sont très nombreux et peuvent être simples ou complexes. Dans 
les études concernant les allergies, un protocole, constitué par une sensibilisation suivie 
d’une seule provocation avec l’allergène, semble être à la fois simple et rapide. 
Parmi les voies d’administration, on peut citer l’inhalation, l’instillation intranasale et 
intratrachéale. Cette dernière est une méthode non invasive et rapide qui se rapproche de 
l’inhalation et dans laquelle on maîtrise la quantité du produit administré. 
1.3.1. Modèle animal 
Le développement d’un modèle animal pour évaluer la pathogenèse des allergies respiratoires 
a permis d’améliorer notre compréhension de différentes maladies humaines. Les espèces 
utilisées varient énormément. Chaque modèle animal présente des forces et des faiblesses, et 
beaucoup de protocoles ont été mis au point pour examiner des aspects spécifiques de la 
maladie chez l'homme, en exploitant les caractéristiques uniques de l'expérience sur les 
espèces. La force des modèles animaux tient notamment au fait qu’ils permettent d’utiliser 
des méthodes expérimentales invasives afin d’explorer des mécanismes pathogènes, de rendre 
accessibles des tissus et cellules destinés à des études complémentaires in vitro et, enfin, de 
pouvoir contrôler l'environnement et les facteurs génétiques qui influencent le développement 
de la maladie. Malheureusement, la limitation fondamentale de tous les modèles animaux 
étudiés à ce jour, c'est qu'aucun ne permet de reproduire entièrement les complexes réponses 
physiologiques observées chez l'homme (Boverhof 2008, Coleman 1999). 
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Afin de reproduire les principales caractéristiques des allergies respiratoires de l'homme, un 
modèle animal devrait inclure une production des IgE résultant de la bronchoconstriction 
aiguë et l'augmentation de la résistance des voies aériennes. L'inflammation chronique des 
voies respiratoires avec des éosinophilies, une élévation de la neutrophilie et la sécrétion de 
cytokines Th2 devraient également être présentes en même temps que  l'obstruction des voies 
aériennes et l’hypersécrétion muqueuse. Jusqu’à ce jour, aucun modèle animal ne peut prédire 
avec précision ou reproduire toute la gamme des réponses chez l'homme. Il est donc essentiel 
d'identifier les éléments clés qui permettent une meilleure prédiction du potentiel allergique 
des aéroallergènes. Bien que les chiens, les chats, les cochons, les moutons, les chevaux et les 
primates permettent d'afficher une sensibilité naturelle aux allergènes environnementaux et 
représentent des modèles viables pour la recherche des allergies respiratoires, la majorité des 
études in vivo se sont focalisées sur les rongeurs comme le cobaye, la souris ou le rat comme 
modèles de recherche. (Arts 2007, Bice 2000, Karol 1994, Szelenyi 2000, Ward 2007). 
1.3.1.1.  Cobaye 
Il s’agit du premier modèle animal d’étude des allergies respiratoires humaines datant des 
années 90 (Karol 1994). Cette espèce offre une bonne efficacité concernant la sensibilisation 
antigénique et une aptitude à provoquer, après l’exposition à l’allergène, des chocs 
anaphylactiques similaires à ceux de l’homme (Briatico-Vangosa 1994). Comme l’homme, 
cet animal présente une phase de bronchoconstriction précoce et réversible après exposition 
allergénique, une éosinophilie pulmonaire persistante et abondante et une implication des 
médiateurs, eicosanoïdes et cytokines, semblables à celles intervenant dans la pathogénie 
humaine. 
Toutefois, ce modèle présente aussi des désavantages : notamment, une réponse allergique 
médiée par des sous classes d’IgG, les IgG1 (Pauluhn 2005) et une éosinophilie pulmonaire 
naturelle. 
Cette espèce a été utilisée comme modèle animal de rhinites pour évaluer l’allergénicité du 
pollen de cèdre japonais (Nabe 1998, Nabe 1997). 
1.3.1.2.  Souris 
Tandis que les cobayes ont été utilisés pour les réactions pulmonaires dans l’allergie 
respiratoire, les souris offrent une meilleure caractérisation des mécanismes de la 
sensibilisation et de la réaction allergique. Leur faible coût et la connaissance de leur code 
génétique ont permis le développement d’une panoplie d’outils principalement en génétique. 
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Des modèles transgéniques, notamment de délétion de gènes, offrent la possibilité d’étudier 
les mécanismes d’action de produits ou de la physiopathologie de maladies humaines. De 
même, la souris présente certaines caractéristiques similaires à celles de l’homme, telles que 
la production des anticorps IgE, une inflammation éosinophilique et une hyperréactivité 
bronchique (Epstein 2006, Torres 2005). 
La taille de l’animal constitue sans doute un des inconvénients majeurs de cet animal. La 
bronchoconstriction chez la souris est principalement due à la libération de sérotonine, 
contrairement à l’homme. Parmi les autres différences, notons l’absence de glandes sous 
muqueuses, de rares cellules en gobelets, l’absence de cartilage au-delà des bronches 
primaires et un épithélium respiratoire pavimenteux simple au lieu d’une structure 
pseudostratifiée chez l’homme.   
Les souris BALB/c sont les plus utilisées comme modèle d’allergie au pollen d’arbres, 
notamment le bouleau, ainsi qu’au pollen de Graminées (Herz 2004). 
Le modèle murin a souvent été utilisé pour étudier l’impact des polluants atmosphériques sur 
l’appareil respiratoire et aussi pour mieux évaluer l’effet adjuvant des particules diesel (Nilsen 
1997, Steerenberg 2003). Des souris BALB/c ont également servi dans l’étude de l’effet 
inflammatoire du pollen (Boldogh 2005) et de ses granules (Bacsi 2006). Les souris 
sensibilisées avec des granules cytoplasmiques de pollen présentent une augmentation du 
nombre de cellules alvéolaires dans le liquide bronchoalvéolaire, notamment les éosinophiles. 
Une infiltration cellulaire ainsi qu’une métaplasie dans les poumons sont également possibles 
(Bacsi 2006). 
1.3.1.3.  Rat 
Depuis quelques années, une augmentation de l’utilisation du rat comme modèle animal des 
allergies respiratoires est observée. Comme les souris, les rats sont relativement bon marché. 
Par sa grande taille, le rat présente un avantage significatif par rapport à la souris, en 
permettant de mesurer plus facilement les caractéristiques des allergies respiratoires : des 
grands volumes de sérum et du LBA peuvent être obtenus. Associée à sa grande taille, sa 
grande stabilité sous anesthésie offre aussi des avantages en terme de mesures physiologiques 
comme l’hyperréactivité bronchique. Plusieurs souches sont utilisées parmi lesquelles on peut 
citer les rats Wistar, Lewis, Fisher, Sprague - Dualey et Brown Norway (Kips 1992, Misawa 
1993, Renzi 1993, Schneider 1997). Le plus populaire, et également le plus courant en terme 
de modèle animal d’allergie, est le rat Brown Norway (Kimber 2003, Zosky 2007). 
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La souche Brown Norway, souche consanguine, est très utilisée en immunologie parce qu’elle 
est la seule souche de rat que l’on peut plus ou moins sensibiliser. A un certain degré, cette 
souche ressemble au sujet atopique par sa prédisposition génétique (Kimber 2003). Ces 
rongeurs ont été utilisés comme modèle animal d’asthme allergique (Haczku 1995a, Haczku 
1995b, Turner 1996, Uyama 1995) également parce qu’ils présentent plusieurs similarités 
immunologiques et physiques avec l’asthme humain : une production élevée des IgE (Abadie 
1980, Waserman 1992), une contraction des muscles respiratoires (Dandurand 1994), une 
hyperréactivité bronchique (Eidelman 1988, Elwood 1991, Renzi 1996, Waserman 1992), une 
implication des leucotriènes dans la réaction pulmonaire, une infiltration bronchique des 
lymphocytes et des éosinophiles. 
Cependant, comme tout autre animal utilisé comme modèle de l’allergie respiratoire, le rat 
Brown Norway présente des inconvénients : une bronchoconstriction faible par rapport au 
cobaye et une faible connaissance génétique par rapport à la souris. De même, la 
sensibilisation des rats par des allergènes peut induire des altérations de la fonction des 
macrophages. 
Schneider et al. ont étudié les cinétiques des cellules alvéolaires des rats BN sensibilisés avec 
de l’ovalbumine en présence d’un adjuvant, l’hydroxyde d’aluminium (Schneider 1997). Des 
augmentations de diverses cellules alvéolaires, dans le LBA et le parenchyme des poumons, 
ont été observées. Le jour qui suit la provocation, les cellules dans le LBA augmentent 
significativement chez les animaux sensibilisés par rapport aux rats témoins. Les taux 
maximaux de neutrophiles, lymphocytes et éosinophiles sont atteints après 1, 2 et 3 jours 
après la provocation, respectivement. La concentration maximale des protéines dans les LBA 
est atteinte entre le 3ème et le 6ème jour après la provocation.  Dans la même étude, les taux 
sériques des IgE et des IgG1 des rats BN ont été plus élevés que ceux observés chez les rats 
Lewis et Fisher, bien qu’ils soient tous sensibilisés de la même manière.  
Cette souche a été utilisée, comme modèle animal d’allergie au pollen, pour étudier l’effet 
adjuvant des particules diesel (Al-Humadi 2002, Dong 2005a, Dong 2005b, Steerenberg 1999, 
Steerenberg 2003). Les taux sériques d’IgE et d’IgG1, la cytotoxicité, la prolifération des 
lymphocytes des ganglions trachéobronchiques et l’expression de plusieurs cytokines ont été 
étudiés. Iwamoto et al. observent que les lymphocytes issus des ganglions trachéobronchiques 
des rats BN prolifèrent plus que ceux des rats Lewis (Iwamoto 2000). 
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Au sein de notre groupe, le rat, sensibilisé au pollen de fléole a aussi été utilisé pour étudier 
les effets adjuvants provoqués par des nanoparticules (Rogerieux 2008). De plus, cette souche 
a permis de mieux aborder le potentiel allergique du pollen exposé à divers polluants tels que 
l’ozone, le dioxyde de soufre et de d’azote (Motta 2004a). Motta et al. ont utilisé ce modèle 
pour étudier également les réponses humorales et cellulaires suite à une sensibilisation, par 
instillation intratrachéale, avec des granules cytoplasmiques de pollen. Ces rats ont présenté 
des taux d’IgE sériques élevés par rapport aux rats témoins (sensibilisés avec du sérum 
physiologique). De même, une prolifération in vitro des cellules issues des ganglions 
trachéobronchiques des rats sensibilisés avec les GCP a pu être observée. (Motta 2004c, 
Motta 2004b)  
1.3.2. Conditions d’étude 
Les réponses allergiques attendues, chez les rats Brown Norway, comme chez les autres 
animaux utilisés comme modèle animal d’allergie, dépendent en général de la voie 
d’administration de l’allergène et du protocole de sensibilisation 
1.3.2.1.  Voie d’administration 
Plusieurs techniques sont utilisées pour administrer le produit allergisant chez l’animal. On 
peut citer les injections intrapéritoniale, intraveineuse ou sous-cutanée, les nébulisations 
intranasale ou intratrachéale, l’inhalation, et les instillations intranasale et intratrachéale. 
Parmi celles-ci, l’inhalation offre une voie naturelle d'entrée dans les voies respiratoires de 
l’animal et, en tant que telle, elle est préférable à l'introduction de substances toxiques ou 
allergéniques dans les poumons. Cependant, cette technique ne peut pas toujours être utilisée 
La conception et la construction d'un système d'exposition par inhalation requiert des 
compétences personnelles et des équipements qui ne sont pas disponibles dans de nombreux 
établissements et qui sont coûteux à acquérir et à entretenir. Même lorsque ces services sont 
disponibles, d'autres facteurs peuvent rendre impossible l'exposition par inhalation. Par 
exemple, la grande quantité de produit administré peut être une limite pour la production 
d'atmosphères à des concentrations suffisantes pour une durée donnée. De la même façon, les 
essais par inhalation peuvent induire des complications surtout au niveau de la peau et des 
yeux ; dans le cas de pollen, des risques d’allergies cutanées et oculaires sont envisageables. 
Les risques de manipulation (allergiques et toxicologiques) pour les techniciens animaliers ne 
sont pas exclus lors des essais par inhalation (Driscoll 2000). Enfin, des inconvénients d’ordre 
physiologique peuvent être rencontrés lors de ces essais. Il est difficile de déterminer la vraie 
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dose inhalée dans les poumons à cause de la rétention des particules. On est alors dépendant 
du diamètre aérodynamique des ces particules et de la dynamique pulmonaire de chaque 
animal (Leong 1998).  
En raison de ces restrictions, les instillations de produits allergéniques dans les poumons par 
l'intermédiaire de la trachée (instillation intratrachéale) ou du nez (instillation intranasale) ont 
été employées dans de nombreuses études comme une alternative à la procédure de 
l'exposition par inhalation.  
Avec l’instillation intranasale, la maîtrise de la quantité de l’allergène administré chez 
l’animal est loin d’être parfaite. Par ailleurs, cette technique offre l’avantage de permettre 
uniquement aux particules de petite taille de pénétrer dans l’appareil respiratoire profond, ce 
qui se rapproche de la réalité (Sabaitis 1999). 
Les instillations présentent des avantages par rapport à l’inhalation (Brain 1976). En bref, 
avec l'instillation, la dose effective livrée dans les poumons de l'animal peut être 
essentiellement contrôlée. La technique est plus simple que l'inhalation et offre la possibilité 
de minimiser les risques inhérents aux produits toxiques et allergéniques pour les travailleurs 
de laboratoire. L’instillation intratrachéale permet l'introduction d'une gamme de doses dans 
les poumons, dans un court laps de temps. De même elle évite, le plus souvent, l'exposition de 
la peau et des yeux qui peuvent se produire avec l'exposition par inhalation. Chez les animaux 
de grande taille, on pourrait se contenter de travailler sur un poumon, même sur un seul lobe 
de poumon. Cette technique permet d’évaluer le potentiel allergique et inflammatoire de 
produits difficilement respirables chez les animaux. (Driscoll 2000) 
En dépit de certains avantages de l'instillation, cette technique, comme toutes les autres 
techniques présente des inconvénients. Le principal d'entre eux est que l'introduction de la 
substance toxique ou allergénique est non physiologique, impliquant des doses plus 
importantes que celles délivrées pendant l'inhalation. Après instillation, les particules se 
déposent dans les régions basales des poumons (Brain 1976) et présentent une distribution 
nettement moins homogène que l’exposition par inhalation (Dorries 1992, Leong 1998, 
Pritchard 1985). En outre, les voies respiratoires supérieures (c'est-à-dire, les voies nasales, 
orale, le pharynx et le larynx), qui peuvent potentiellement être une cible importante pour un 
produit du matériel d'inhalation, sont contournées par l’instillation intratrachéale. Il a été 
suggéré, aussi, que l’utilisation d’un véhicule, pour obtenir une suspension, peut modifier les 
résultats de l’étude ou la sensibilisation après chaque administration (Hatch 1981, Henderson 
1983). Un inconvénient secondaire est que cette méthode nécessite une anesthésie de 
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l’animal, ce qui pourrait influer sur l'effet initial de la substance allergénique et l’animal 
instillé. (Driscoll 2000) 
Osier et al. montre que le nombre de cellules dans le LBA est supérieur chez les animaux 
sensibilisés par instillation intratrachéale que celui des animaux sensibilisé avec des particules 
TiO2 par inhalation intratrachéale. Par contre, le taux de médiateurs comme le MIP-2 et le 
TNF" dans le LBA sont plus élevés chez les rats sensibilisés par inhalation intratrachéale 
(Osier 1997). Granum et al. (2001) a trouvé que les réponses humorales (IgE) étaient 
supérieures chez les souris NIH/OlaHsd sensibilisés, avec de l’ovalbumine mélangée à des 
particules de polystyrène, par injection intrapéritoniale à celles des souris sensibilisées par 
instillation intranasale ou intratrachéale. (Granum 2001) 
Les premières études des substances allergéniques utilisant l’instillation intratrachéale ont été 
effectuées chez le cobaye. Ritz et al. observe que la cinétique de la réponse immunitaire, le 
pourcentage d'animaux qui répondent, et le délai d'apparition des réactions respiratoires ont 
été similaires pour chez les animaux sensibilisés avec l’allergène par instillation intratrachéale 
ou par inhalation (Ritz 1993). De plus, l'instillation intratrachéale utilisée dans le cadre des 
études d’allergies respiratoires a donné des réponses allergiques similaires à celles obtenues 
par inhalation (Sarlo 1997a, Sarlo 1997b).  
Au sein de notre laboratoire, l’instillation intratrachéale est utilisée comme technique 
d’administration d’allergènes (issus de grains de pollen de fléole et de leurs granules 
cytoplasmiques), ainsi que de nanoparticules ou de nanotubes de carbone, chez le rat Brown 
Norway (Motta 2004c, Motta 2004b, Rogerieux 2008). 
Lors des expositions des animaux, plusieurs facteurs sont à prendre en compte, notamment la 
nature et le volume du véhicule utilisé, la méthode de l'anesthésie et le protocole 
expérimentale (Southam 2002). 
1.3.2.2.  Protocole expérimental 
Comme pour les modèles animaux d’allergie respiratoires et les voies d’administrations de 
l’allergène, les protocoles expérimentaux utilisés sont très divers. Le nombre de protocoles est 
presque identique à celui du nombre d’études effectuées. De plus, les études qui utilisent des 
protocoles complètement identiques sont très rares. 
Dans les études des allergies respiratoires, les allergènes peuvent être administrés 2 à 10 fois. 
De même, le temps est variable, d’une étude à une autre, entre, d’une part, la sensibilisation et 
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les provocations et, d’autre part, entre la dernière provocation et l’évaluation des paramètres 
de la réaction allergique. 
En fonction de la souche utilisée, les réponses allergiques et inflammatoires peuvent dépendre 
du nombre de provocations par  l’allergène. En effet, chez les souris, l’instillation 
intratrachéale hebdomadaire avec des particules de diesel pendant 5, 8, 11 et 16 semaines 
induit des augmentations des taux des cellules alvéolaires dans le LBA et  une hypersécrétion 
de mucus chez les souris IRC et W/W- ; ces augmentations étaient proportionnelles à la durée 
de traitement (Sagai 1996). Par contre, chez les rats BN sensibilisés par l’ovalbumine, la 
répétition de la provocation par l’ovalbumine n’induit pas de différences significatives du 
taux des éosinophiles, lymphocytes et macrophages dans le LBA. Par ailleurs il a été observé 
que le taux des médiateurs dans les LBA était supérieur chez les rats qui ont été instillés une 
seule fois. De la même façon, il a été montré que le nombre d’éosinophiles dans les tissus 
péribronchiques et périvasculaires était plus élevé chez les rats qui ont subi une seule 
provocation que chez ceux qui ont été provoqués 4 fois. (Tigani 2007) 
Dans notre laboratoire, pour étudier l’allergénicité de pollen de Graminées et des GCP, des 
protocoles presque similaires ont été employés lors des premières études. Les rats étaient 
sensibilisés et provoqués avec 150 µl de la suspension allergénique, les jours 0 et 21, 
respectivement. Le nombre de rappel de provocation était différent : 3 pour les rats 
sensibilisés au pollen et 1 pour les rats sensibilisés au GCP (Motta 2004c, Motta 2004b). Dans 
une étude complémentaire, s’attachant à l’allergénicité du pollen exposé à différents polluants 
gazeux tels que l’ozone et les dioxydes de soufre et d’azote, le protocole était restreint à une 
sensibilisation et une provocation sans aucun rappel (Motta 2004a). 
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2.1. Introduction  
Depuis plusieurs décennies, une augmentation de la fréquence des allergies respiratoires -
asthme et rhinites - est observée dans les pays développés, en particulier chez les sujets jeunes 
et les habitants des grandes villes. Toutefois, bien que les symptômes liés à ces affections 
coïncident  le plus souvent avec les périodes de pollinisation, il est maintenant bien établi 
qu’il n’existe pas de relation simple et directe entre ces deux phénomènes et que de nombreux 
autres facteurs doivent être pris en compte. 
En contact avec l’eau de pluie ou des polluants atmosphériques, le pollen peut libérer des 
microparticules (de diamètre inférieur à 5 !m) dites granules cytoplasmiques de pollen ou 
GCP. À cause de leur taille, les GCP peuvent pénétrer plus profondément dans l’appareil 
respiratoire que le grain de pollen entier et induire ainsi, ensuite, des réactions allergiques, 
avant tout de type asthmatiforme. De fait, les GCP sont maintenant mis en cause 
régulièrement dans la survenue d’épisodes d’asthme associés aux orages.  
Bien que quelques travaux aient noté l’existence des GCP dans l’atmosphère, une observation 
épidémiologique concernant les GCP n'est pas encore disponible.  
Un effet réel des GCP dans la survenue des allergies respiratoires nécessite une étude 
épidémiologique dans laquelle, d’une part, les concentrations de ces particules sont 
disponibles et, d’autre part, les admissions hospitalières et les consultations pour allergies 
respiratoires, notamment l’asthme et les rhinites allergiques, sont connues. 
Jusqu’à ce jour, la quantification des GCP nécessite un prélèvement et une détection de ces 
particules. L’appareillage pour ce type de quantification est sophistiqué et coûteux. Mais, 
pour un travail en routine, une méthode simple et rapide paraît la plus appropriée.  
Le prélèvement des particules nécessite des capteurs de particules en suspension dans l'air 
ambiant, utilisés par des réseaux de surveillance de la qualité de l’air. Un capteur de PM10, du 
type Partisol (Rupprecht & Patashnick ; débit de 16,7 L/min - filtre de 47 mm) a été mis à 
notre disposition par l’unité AIRE de l’INERIS.  
Une détection des particules peut être basée sur un dosage colorimétrique couplé à une 
détection immunochimique en utilisant, par exemple, des anticorps monoclonaux de lapins 
dirigés contre des allergènes majeurs des Graminées, tels que les Phl p 1 et Phl p 5.  
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Les GCP contenant des granules d’amidon ou « starch granules », on peut obtenir, lors de 
l’ajout d’une solution d'iodure de potassium iodée ou de lugol, une coloration en bleu. Nous 
avons pu observer, à l’œil nu, pour les solutions d’amidon pur et des suspensions de granules 
cytoplasmiques de pollen de Phleum pratense, ce type de coloration bleue. Mais les lectures 
de densité optique n’ont pas été positives même pour la solution pure. Malgré une mise au 
point des différents paramètres du densitomètre, les résultats sont restés négatifs (cf. annexe 
1). 
Au vu des résultats négatifs obtenus et de la nécessité d’une étude épidémiologique pour 
établir un effet éventuel des GCP dans la survenue de l’asthme, nous avons décidé de 
modifier l’objectif initial de cette partie pour nous attacher plus directement à corréler 
différents paramètres atmosphériques avec des compte rendus de consultations pour allergies 
respiratoires. 
L’étude a été menée sur la ville d’Amiens pendant la saison pollinique de 2007 (avril – 
septembre 2007). Les données cliniques - relatives aux rhinites, conjonctivites, toux 
spasmodiques et à l’asthme - ont été fournies par un réseau de généralistes et de spécialistes 
en collaboration avec l’observatoire régional de la santé et du social (OR2S). Le comptage des 
pollen d’arbres (bouleau, frêne et platane), de Graminées et d’autres taxons polliniques a été 
effectué par le réseau national de surveillance aérobiologique (RNSA). Les concentrations des 
polluants atmosphériques gazeux (NOx, SO2, O3 et CO) et particulaires (PM10) ont été 
mesurées par le réseau de surveillance de la qualité de l’air en Picardie (ATMO-Picardie). 
Plusieurs facteurs météorologiques, tels que les précipitations, la température et l’humidité 
relative, ont été fournis par Météo-France. Les corrélations entre ces différents paramètres 
sont effectuées en utilisant des modèles de régression linéaire simple et multiple. 
Ce travail, en collaboration avec le Dr. Michel Thibaudon (RNSA), a été synthétisé sous la 
forme d’un article intitulé : « Synergie pollen – polluants et rôle des facteurs météorologiques 
sur le risque de pollinose: Évolution des consultations dans la région amiénoise pendant la 
saison pollinique 2007 ». 
 
 2.2. ARTICLE 1 
Synergie pollen – polluants et rôle des facteurs 
météorologiques sur le risque de pollinose: 
Évolution des consultations dans la région 
amiénoise pendant la saison pollinique 2007. 
 
Revue Française d’Allergologie 
et d’Immunologie Clinique 
 
Oussama R. ABOU CHAKRA, Michel Thibaudon
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Résumé 
Introduction : Depuis plusieurs décennies, une augmentation de la fréquence des allergies 
respiratoires est observée dans les pays développés. Bien que ces affections coïncident avec 
les périodes de pollinisation, il n’existe pas de relation simple et directe entre ces deux 
phénomènes. De nombreux autres facteurs, tels que les polluants atmosphériques et les 
facteurs météorologiques, doivent être pris en compte. 
Objectifs : Etudier la relation entre des paramètres atmosphériques et le nombre de 
consultations médicales faisant suite à des crises allergiques, pendant une partie de la période 
pollinique 2007. 
Méthodes : L’étude est menée sur la ville d’Amiens. Les données cliniques sont fournies par 
l’Observatoire Régional de la Santé et du Social. Les données atmosphériques concernent des 
comptages polliniques, des taux de polluants atmosphériques et différents paramètres 
météorologiques. Les corrélations entre ces différents paramètres sont effectuées en utilisant 
des modèles de régression linéaire simple et multiple. 
Résultats : Les consultations pour rhinites sont corrélées positivement avec le pollen des 
Graminées et le taux d’ozone atmosphérique alors que l’asthme se trouve corrélé avec les 
précipitations. Les résultats des régressions linéaires multiples permettent de montrer que 
deux symptômes allergiques, rhinites et asthme, sont liés à plusieurs facteurs atmosphériques, 
plus particulièrement, les polluants gazeux, la température, et le pollen des Graminées. 
Conclusions : Une partie importante des pics de consultations pour allergie respiratoire 
semble coïncider avec les pics de pollinisation. Ainsi, une relation simple a été trouvée entre 
la rhinite et le pollen de Graminées sur la période prise en compte. En revanche, les granules 
cytoplasmiques de pollen paraissent intervenir dans la survenue de crises d’asthme sans 
relation directe avec les pics. 
Mots clés : Allergie respiratoire ; Pollen ; Polluants atmosphériques ; Facteurs 
météorologiques ; Régression linéaire simple et multiple. 
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Introduction 
Les allergies respiratoires, au sens large, incluant donc aussi bien l’asthme que la rhinite 
allergique, sont classées par l’Organisation Mondiale de la Santé, parmi les problèmes 
majeurs de santé publique en zone urbaine. En effet, depuis plus de quatre décennies, une 
augmentation constante de la fréquence des allergies respiratoires est observée [1]. Sont 
concernés essentiellement les sujets jeunes, de l’enfance jusqu'à 20-30 ans [2] et les habitants 
des grandes villes des pays développés [3, 4]. 
Ces maladies atopiques sont déclenchées par divers aéroallergènes, qui, quantitativement, 
représentent la source allergénique la plus importante en atmosphère urbaine [5, 6]. Si tous les 
pollen ne sont pas allergisants, certains sont reconnus depuis longtemps pour leur rôle 
potentiel dans les affections regroupées sous le terme de « pollinoses », aussi bien parmi les 
arbres (bouleau, cyprès et frêne, par exemple) que parmi les herbacées (ambroisie et 
Graminées figurant souvent en tête). Les pollinoses provoquent des symptômes peu 
invalidants comme des rhinites, conjonctivites, toux, mais aussi des complications 
bronchiques comme l’asthme.  
Toutefois, bien que les symptômes liés à ces affections coïncident avec les périodes de 
pollinisation, il est maintenant bien établi qu’il n’existe pas de relation simple et directe entre 
ces deux phénomènes et que de nombreux autres facteurs doivent être pris en compte [7]. 
Parmi ceux-ci, les polluants atmosphériques semblent jouer un rôle aggravant dans 
l’incidence des allergies et de la sensibilisation des populations [8-11]. Ainsi, de nombreuses 
études épidémiologiques ont établi un lien entre le nombre de visites aux urgences pour 
asthme et les niveaux de certains polluants atmosphériques, notamment les dérivés soufrés 
[12]. En Angleterre, la sensibilisation d'enfants à divers allergènes (issus d’acariens ou de 
pollen) apparaît plus importante en zone polluée qu'en zone non polluée [13]. Enfin, des 
études épidémiologiques réalisées au Japon, ont montré que, pour une quantité similaire de 
pollen dans l’air, des riverains de voies à grande circulation bordées de cèdres développaient 
plus de rhino-conjonctivites que des personnes vivant près de forêts de cèdres où le trafic 
automobile est moins intense (13,2% contre 5,1%) [14]. Ces études suggèrent que la pollution 
automobile est responsable de l’augmentation de la fréquence des rhino-conjonctivites. 
De même, les symptômes d’allergie respiratoire, en particulier de pollinose, sont influencés 
aussi par les conditions climatiques : une recrudescence par beau temps, surtout après la 
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survenue de pluie, et une diminution pendant les périodes pluvieuses. L’augmentation du 
degré hygrométrique a été associée aux augmentations de prévalence de l’asthme, mais cela 
n’a pas été observé pour les rhinites et de conjonctivites. De plus, différents types d’orages 
semblent directement liés à des épidémies d’asthme aigu grave. Cela a plus particulièrement 
été étudié jusqu’alors à Melbourne et à Londres [15-18]. En effet, après des orages violents 
accompagnés d’une chute brusque de température, d’une augmentation du taux d’humidité 
relative et de la quantité de pluie , après un court laps de temps, on a pu observer une 
augmentation des taux de visites aux urgences, pour asthme grave [19].   
D’autre part, aussi bien certains polluants atmosphériques que différents facteurs 
météorologiques, peuvent avoir des effets sur la production en pollen d’arbres et d’herbacées 
et sur la dispersion de fragments ou d’allergènes polliniques [20-22]. 
Très peu d’études, notamment en France, se sont intéressées, pour le moment, à l’impact des 
différents facteurs de pollution, biologique et chimique, et des facteurs météorologiques sur la 
survenue de ces allergies respiratoires.  
L’objectif de cette étude est de corréler différents paramètres atmosphériques (pollen, 
polluants et facteurs météorologiques) et des comptes-rendus de consultations de généralistes 
et de spécialistes faisant suite à des crises allergiques (allergie respiratoire), en utilisant des 
modèles de régression linéaire simple et multiple. 
Méthodes 
L’étude a été menée dans l’agglomération amiénoise, pendant la saison  pollinique 2007, 
entre la semaine 14 (02 avril 2007) et la semaine 36 (09 septembre 2007). Amiens est une 
ville moyenne, en terme d’habitants (~ 136 000 habitants). Au 1er janvier 2006, elle se situait 
au 28ème rang parmi les villes de France de plus de 50 000 habitants, entre Villeurbanne et 
Metz.  
La classification des symptômes allergiques (survenue et types) a été réalisée par un réseau de 
5 médecins généralistes et 2  allergologues. Le nombre de consultations hebdomadaires et les 
comptes-rendus étaient ensuite transmis à l’Observatoire Régional de la Santé et du Social de 
la Picardie (OR2S). Les symptômes allergiques ont été classés en 4 groupes : asthme, rhinites, 
conjonctivites et toux spasmodique.  
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Les comptes polliniques sont réalisés à Amiens par recueil des grains de pollen sur des 
capteurs volumétriques de type Hirst fonctionnant sur le principe de l’impaction [23]. Dans 
les données du Réseau National de Surveillance Aérobiologique (RNSA) disponibles sur la 
période considérée, les comptages sont quotidiens [24]. Les pollen pris en compte sont ceux 
de frêne, platane et bouleau. Un comptage spécifique existe pour le pollen de Graminées et 
enfin une entité « autres taxons » regroupe différents pollen de plantes diverses.  
Les polluants atmosphériques, gazeux et particulaires ont été prélevés, toutes les heures, dans 
trois stations urbaines de « Atmo-Picardie » (Saint-Leu, Salouël et CCI). Les polluants gazeux 
quantifiés sont les oxydes d’azote (NOx), l’ozone (O3), le dioxyde de soufre (SO2) et le 
monoxyde de carbone (CO). Concernant les polluants particulaires, les données relatives aux 
particules en suspension inférieure à 10 µm, PM10, étaient les seules disponibles sur la ville 
d’Amiens pendant la saison considérée. Le monoxyde de carbone et les PM10 n’ont pas été 
mesurés en continu sur les 22 semaines de saison pollinique prises en compte. Pour le CO, les 
premières mesures sont celles de la semaine 24. Pour les PM10, aucune mesure n’était 
disponible sur la période « semaine 17 – semaine 24 ».  
Les données météorologiques journalières ont été fournies par Météo France. Parmi celles-ci, 
ont été retenues : la température (en °C), l’humidité relative (en pourcentage de vapeur d’eau), 
les précipitations (en mm d’eau), la pression atmosphérique (en mm de mercure) et la force du 
vent (en m/s). 
Les concentrations de pollen, de polluants ainsi que les paramètres météorologiques sont 
représentées par une moyenne hebdomadaire.  
Des corrélations simples sont effectuées entre, d’une part, les consultations pour allergies 
respiratoires et, d’autre part, le nombre de grains de pollen, la quantité de polluants 
atmosphériques et les facteurs météorologiques. Les effets du pollen sur les différents 
symptômes ont été aussi étudiés soit une semaine soit deux semaines après le début de la 
pollinisation. Les coefficients de corrélations (r) sont obtenus à l’aide du logiciel GraphPad 
Prism (version 4.03). 
Des régressions linéaires multiples sont effectuées à l’aide de tests paramétriques entre le 
nombre de consultations pour allergie respiratoire d’une part, et les autres paramètres - pollen, 
polluants ainsi que facteurs météorologiques - d’autre part. Lorsque la valeur de p (probabilité 
critique) est inférieure à 0,05, le résultat est considéré significatif. Les régressions multiples 
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(coefficient de détermination R
2
, analyse de la variance et équation du modèle retenu) sont 
obtenues avec des modèles descendants en utilisant Microsoft® Office Excel 2003. 
Résultats 
1. Médecins et patients 
Le nombre de médecins participant à l’étude a varié d’une semaine à l’autre sur la période 
considérée. Le maximum aura été de 6 médecins pour les semaines 18, 20 et 21. Sur la 
période allant de la semaine 27 jusqu’à la semaine 29, aucun spécialiste n’a fait partie de 
l’étude. Les médecins généralistes, quant à eux, ont été absents pendant les semaines 32 et 33. 
Figure 1 : Participation des médecins à l’étude au cours de la période « semaine 14 – semaine 36 » 
(OR2S – Pollen Amiens). 
Sur l’ensemble de la période d’étude, 184 patients, parmi lesquels 101 hommes et 83 femmes, 
présentant un ou plusieurs symptôme(s), ont été pris en compte (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Nombre de patients ayant consulté pour les différents symptômes allergiques au fil de 
l’étude (OR2S – Pollen Amiens). 
Semaine Rhinites Asthme Conjonctivites Toux 
14 6 1 3 2 
15 4 3 1 3 
16 15 2 9 9 
17 17 2 6 8 
18 12 0 8 3 
19 5 0 5 2 
20 6 3 4 2 
21 12 2 9 8 
22 16 1 12 8 
23 30 2 22 10 
24 5 3 4 2 
25 7 3 4 4 
26 6 2 3 2 
27 4 3 4 4 
28 3 3 3 3 
29 3 3 3 3 
30 7 7 7 7 
31 0 0 0 0 
32 0 0 0 0 
33 0 0 0 0 
34 0 0 0 1 
35 1 1 1 1 
36 2 2 2 2 
La part des patients atteints de rhinite est toujours la plus importante (88 %). En seconde 
position, les conjonctivites sont également abondamment retrouvées avec 60,1 %. On retrouve 
plus d’un tiers des patients atteints de conjonctivites durant les semaines 23 et 24. Enfin, 
45,9 % des patients venant consulter pour allergie pollinique présentent une toux 
spasmodique (asthmatiforme) et 23,5% un asthme. De plus, il faut signaler également que la 
majorité des patients (67 %) présente au moins 2 symptômes. 
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La répartition des patients allergiques en fonction de l’âge (Figure 2), montre que 36 % des 
personnes ayant consulté pendant la période considérée avaient entre 0 et 19 ans. La part 
respective des 20 – 29 ans correspond à 22 % des patients. Pour ce qui est des tranches d’âge 
‘30 – 39’ ans et ‘plus de 40 ans’, elles représentent, respectivement, un quart et un sixième 
des personnes ayant consulté pendant cette année 2007. 
 
Figure 2 : Répartition des patients allergiques et de la population générale de la Ville d’Amiens en 
fonction de l’âge. (OR2S – Pollen Amiens). 
Quand on s’attache au  nombre de patients qui ont consulté pour la totalité des symptômes 
allergiques, on remarque 2 pics correspondant aux semaines 17 et 23. D’autre part, à partir de 
la semaine 24, le nombre de patients allergiques consultant diminue significativement 
(figure 3). 
Figure 3 : Evolution du nombre d’allergiques rapporté aux consultations hebdomadaires. (OR2S – 
Pollen Amiens).  
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2. Pollen, polluants et facteurs météorologiques 
Les concentrations polliniques hebdomadaires les plus fortes de pollen d’arbres (bouleau, 
platane et frêne) sont situées entre les semaines 14 et 19. Un pic est observé pendant la 
semaine 15 pour les pollen de bouleau et de frêne et la concentration de pollen de bouleau est 
7 fois supérieure à celle du pollen de frêne (350 vs. 50 grains de pollen/m3 d’air, 
respectivement). Une semaine plus tard (semaine 16), l’optimum du pollen de platane est 
atteint (70 grains de pollen/m
3
 d’air) (figure 4).  
 
Figure 4 : Evolution des concentrations atmosphériques de pollen d’arbres (bouleau, platane et frêne) 
sur l’ensemble de la période d’étude. 
Pour le pollen de Graminées (figure 5), on remarque que les concentrations polliniques 
commencent à augmenter à partir de la semaine 17, et s’estompent à partir de la semaine 30. 
Les taux de pollen de Graminées ont été les plus élevés pendant les semaines 21, 22 et 23 
(entre 45 et 62 grains de pollen/m
3
 d’air). 
 
Figure 5 : Evolution des concentrations atmosphériques de pollen de Graminées et autres taxons en 
fonction du temps. 
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Les autres taxons polliniques (figure 5) présentent 72 % du recueil pollinique pendant les 
semaines 17 et 18, avec un pic pendant la semaine 17. À partir de la semaine 24, cette 
catégorie présente au moins 50 % de tous les taxons pris en compte, avec des proportions 
supérieures à 80 % à partir de la semaine 27.  
3. Corrélations simples 
Le tableau 2 montre les coefficients de corrélation (coefficient de Spearman) entre les 
symptômes allergiques d’une part, les pollen, les polluants et les facteurs météorologiques 
d’autre part.  
Tableau 2 : Corrélations entre les allergies respiratoires d’une part et le pollen, les polluants et les 
facteurs météorologiques d’autre part, pendant la période pollinique considérée. 
Paramètres Rhinites Conjonctivites Asthme Toux  
Arbres 0,03 -0,12 0,09 0,10 
Graminées 0,52 ! 0,62 ! -0,03 0,42 
Pollen 
Autres 0,06 -0,13 -0,18 0,01 
NOx  0,07 -0,10 -0,22 0,06 
O3 0,64 ! 0,63 ! -0,23 0,41 
SO2 -0,02 -0,14 0,12 0,11 
CO -0,25 -0,39 -0,44 -0,42 
Polluants 
atmosphériques 
PM10 0,18 -0,11 -0,19 0,06 
Température -0,09 -0,01 0,27 -0,03 
Humidité  0,05 0,15 0,12 0,03 
Précipitation -0,23 -0,10 0,50 !  -0,09 
Pression  -0,13 -0,18 -0,03 -0,30 
Facteurs 
météorologiques 
Vent -0,23 -0,12 -0,07 -0,34 
! : p < 0,05 
Les consultations pour rhinites ont été  corrélées significativement avec la concentration de 
pollen de Graminées (r = 0,52 ; p = 0,016) et la concentration d’ozone (r = 0,64 ; p = 0,002). 
En se limitant à la période de pollinisation des arbres (semaine 14 – semaine 19), les 
consultations pour rhinites étaient significativement corrélées avec les autres taxons (r = 0,82 ; 
p = 0,04). L’effet du pollen de platane sur les consultations pour rhinites est ressenti une 
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semaine plus tard que le début de la pollinisation (r = 0,96, p = 0,002). Aucune corrélation 
entre rhinites et facteurs météorologiques n’a été observée. 
S’agissant des consultations pour conjonctivite, des corrélations positives et significatives ont 
été trouvées avec le pollen de Graminée (r = 0,62 ; p = 0,002) et la concentration d’ozone (r = 
0,63 ; p=0,002). On n’observe aucune corrélation entre les facteurs météorologiques et les 
consultations pour conjonctivites.  
En ce qui concerne les consultations pour toux spasmodique, en se limitant à la période de 
pollinisation des arbres, ce symptôme est corrélé avec le pollen de platane (r = 0,87 ; p = 
0,02). De même, l’effet des pollen de frêne (r = 0,86 ; p = 0,03) et de bouleau (r =0,85 ; p = 
0,03) sur la toux spasmodique apparaît une semaine plus tard que le début de leur 
pollinisation. Les consultations pour ce symptôme n’ont été corrélées significativement à 
aucun polluant atmosphérique ni à aucun des facteurs météorologiques. 
En revanche, le facteur « précipitations » est statiquement associé aux consultations pour 
asthme (r = 0,5 et p = 0,02). En se limitant à la période de pollinisation de Graminées 
(semaine 17 – semaine 29), l’effet des Graminées sur les consultations pour asthme est 
perceptible deux semaines après le début de la pollinisation (r = 0,52 ; p = 0 ,09). 
4. Régressions linéaires multiples 
Les meilleurs modèles expliquant les variations de consultations pour les maladies allergiques 
respiratoires sont obtenus par des régressions linéaires multiples descendantes.  
Les modèles retenus pour tous les symptômes allergiques prennent en compte à la fois des 
comptages polliniques, des polluants atmosphériques et des facteurs météorologiques. A partir 
de ces modèles, nous avons mis en évidence des relations significatives entre, d’une part, tous 
les symptômes étudiés et, d’autre part, les paramètres suivants : pollen de platane, autres 
taxons, ozone, oxydes d’azote, température et force de vent.  
S’agissant des rhinites (tableau 3), le modèle retenu avait un facteur de détermination de 
84 %. Outre les paramètres cités ci-dessus, on observe que les consultations pour rhinites se 
trouvent positivement liées au pollen de Graminées, au dioxyde de soufre et à la pression 
atmosphérique, mais que la corrélation est négative pour les précipitations.  
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Tableau 3 : Paramètres de la régression linéaire multiple permettant d’évaluer les patients ayant 
consulté pour rhinite (R
2
 = 0,84). 
 Coefficients  Ecart-type Statistique t p 
Constante -172,27 44,07 -3,91 0,004 
Graminées 0,21 0,05 3,88 0,005 
Platane 0,71 0,15 4,89 0,001 
Autres taxons -0,13 0,03 -4,62 0,002 
NOx 39,23 11,36 3,45 0,009 
O3 0,88 0,23 3,76 0,006 
SO2 5,42 1,84 2,95 0,018 
Température 1,52 0,64 2,38 0,045 
Précipitations -1,28 0,55 -2,33 0,048 
Pression atmosphérique 0,12 0,04 3,23 0,012 
Force de vent -0,72 0,29 -2,48 0,038 
Pour les conjonctivites (tableau 4), le facteur de détermination dans le modèle retenu était de 
72 %. Les consultations pour les conjonctivites, pendant la saison pollinique 2007, ont été 
associées au pollen de frêne et de Graminées, mais le rapport est inversement proportionnel à 
la moyenne hebdomadaire pour les  précipitations. 
Tableau 4 : Paramètres de la régression linéaire multiple permettant d’évaluer les patients ayant 
consulté pour conjonctivite (R
2
 = 0,72). 
 Coefficients  Ecart-type Statistique t p 
Constante -34,95 19,67 -1,78 0,106 
Frêne 0,12 0,22 3,36 0,007 
Graminées 0,74 0,22 3,39 0,007 
Platane 0,31 0,08 3,82 0,003 
Autre taxons -0,10 0,03 -3,79 0,004 
NOx 1,41 0,59 2,39 0,038 
O3 0,71 0,16 4,36 0,001 
Température 1,81 0,76 2,37 0,039 
Précipitations -1,48 0,49 -3,04 0,013 
Force de vent -0,41 0,24 -1,70 0,119 
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En ce qui concerne les consultations pour toux, le modèle retenu (avec R
2
 = 0,77 ; tableau 5) 
prend en compte le pollen de Graminées, la concentration de dioxyde de soufre, l’humidité 
relative et la pression atmosphérique. Des relations positives sont observées avec le pollen de 
Graminées, de platane, le NOx, l’O3, le SO2, la température et la pression atmosphérique. 
Tableau 5 : Paramètres de la régression linéaire multiple évaluant les consultants pour toux 
spasmodiques (R
2
 = 0,77). 
 Coefficients Ecart-type Statistique t p 
Constante -33,74 21,51 -1,57 0,155 
Graminées 0,12 0,03 3,62 0,007 
Platane 0,42 0,07 6,20 0,000 
Autres taxons -0,09 0,02 -5,22 0,001 
NOx 25,41 6,36 4,00 0,004 
O3 0,27 0,10 2,72 0,026 
SO2 3,34 0,91 3,67 0,006 
Température 0,96 0,32 3,03 0,016 
Humidité relative -0,39 0,13 -3,09 0,015 
Pression atmosphérique 0,05 0,02 2,35 0,046 
Force de vent -0,58 0,16 -3,67 0,006 
Les consultations pour asthme (tableau 6) ont été, statistiquement, significativement liées à la 
concentration atmosphérique de dioxyde de soufre et à l’humidité relative. On observe que les 
consultations pour rhinites se trouvent positivement liées au pollen de platane, au dioxyde de 
soufre, à l’ozone et à la température, mais les corrélations sont négatives pour les autres 
taxons, l’humidité relative et la force du vent. La relation statistique entre les consultations 
pour asthme et le pollen de frêne n’a pas été significative. 
Les différents paramètres du tableau 6 expliquent 68 % de la variation du nombre de 
consultations pour ce type de symptôme. 
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Tableau 6 : Paramètres de la régression linéaire multiple évaluant les consultants pour asthme. (R
2 
= 
0,68).  
 Coefficients Ecart-type Statistique t Probabilité 
Constante 6,13 7,64 0,80 0,443 
Frêne 0,12 0,08 1,49 0,171 
Platane 0,20 0,04 4,89 0,001 
Autres taxons -0,05 0,01 -4,33 0,002 
NOx 10,76 3,81 2,83 0,020 
O3 0,27 0,06 4,82 0,001 
SO2 2,08 0,54 3,84 0,004 
Température 0,83 0,25 3,28 0,009 
Humidité relative -0,21 0,07 -3,11 0,013 
Force de vent -0,41 0,10 -4,22 0,002 
Discussion 
Dans cette étude, menée dans l’agglomération amiénoise, pendant la saison pollinique 2007, 
on a observé un lien entre les consultations pour allergie respiratoire, aussi bien chez les 
généralistes que chez les spécialistes, et différents indicateurs atmosphériques : pollen, 
polluants et facteurs météorologiques. Les tests statistiques utilisés, notamment l’analyse de 
régression pas à pas, permettent d’évaluer le rôle respectif, sur chaque symptôme, des 
différents paramètres atmosphériques pris en compte. 
Dans les dernières décennies, l’augmentation observée des affections allergiques dans la 
plupart des grandes villes du monde occidental est particulièrement manifeste chez les enfants 
et les adolescents [25-29]. Dans cette étude, la proportion des jeunes (< 19 ans) qui consultent 
les médecins pour allergies respiratoires représente 36 % des patients, alors que cette tranche 
d’âge ne représente que 22 % de la population générale de la ville d’Amiens. De même, par 
rapport à la saison pollinique 2006, le nombre des patients a augmenté de 9 % [30]. 
Le pollen est quantitativement la source d’aéroallergènes la plus abondante en Europe. 
Plusieurs types de pollen - arbres de différentes familles botaniques et quasiment toutes les 
espèces de Graminées - provoquent des réactions allergiques respiratoires et /ou cutanées  
[31]. Dans notre étude, le premier pic de consultations, tous symptômes allergiques 
confondus, est survenu à la semaine 17. Ce pic semble provenir de la pollinisation de 
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différents arbres parmi lesquels figurent bouleau, frêne et platane. Le second pic de 
consultations, survenu au cours de la semaine 23, a été plus fort que le premier (36 vs. 20 
patients ayant consulté). Ce pic peut être expliqué par la période optimale de pollinisation des 
Graminées.  
La relation entre les comptes polliniques et les différentes maladies allergiques respiratoires a 
fait l’objet de plusieurs études épidémiologiques. La majorité des ces études montrent que les 
allergies respiratoires coïncident avec la saison pollinique, mais aucun lien simple et direct 
entre les 2 phénomènes n’a pu être mis en évidence [7]. Dans notre étude, pendant toute la 
période étudiée, seul le pollen de Graminées aura été corrélé significativement avec les 
consultations pour rhinites et conjonctivites. Ce n’est pas le cas de l’asthme. Ceci pourrait être 
expliqué par le fait que les grains de pollen, à cause de leur taille ne peuvent atteindre que les 
voies respiratoires supérieures [32]. Nos résultats montrent aussi que les effets de pollen 
d’arbres et de Graminées sur l’appareil respiratoire ont été ressentis plus d’une à deux 
semaines après le début de la pollinisation. En effet, l’augmentation des consultations pour 
asthme est perceptible deux semaines après le début de la pollinisation. 
L’augmentation de la prévalence et de l’incidence des allergies respiratoires met en cause 
d’autres facteurs, en particulier les polluants atmosphériques issus de la pollution acido-
particulaire (SO2, NOx, PM10 et particules diesel), photochimique (NO2, CO, O3) ou 
automobile (SO2) [31]. Dans notre étude, différents polluants gazeux se trouvent liés 
statistiquement de façon significative aux consultations pour allergies respiratoires.  
En effet, l’ozone induit une diminution des fonctions pulmonaires, une inflammation et des 
dommages des cellules épithéliales bronchiques [33-36]. Les variations de la teneur ambiante 
en ozone ont été associées au risque d’asthme [37]. De même, l’ozone a également un effet 
adjuvant sur la réaction allergique. En effet, plusieurs études épidémiologiques ont montré un 
lien entre les niveaux ambiants d’ozone et la prévalence de l’allergie respiratoire [38]. Dans 
cette étude, des relations positives et significatives ont été observées entre la teneur 
atmosphérique en ozone et les consultations tous symptômes confondus. 
Nos résultats montrent des relations significatives et positives entre la teneur atmosphérique 
en oxydes d’azote (NOx) et les consultations pour les allergies respiratoires. Les NOx 
regroupent le monoxyde d’azote (NO), le dioxyde d’azote (NO2), le protoxyde d’azote (N2O), 
le tétraoxyde de diazote (N2O4) et le trioxyde de diazote (N2O3). L’inhalation de NO2 entraîne 
une diminution des fonctions pulmonaires et déclenche une réaction inflammatoire chez des 
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sujets humains sains [39, 40]. De plus, les effets de ce polluant sont accentués chez les 
patients souffrants d’allergie, montrant un rôle adjuvant de ce gaz sur la réaction allergique. 
De très nombreuses études antérieures ont montré une association entre les niveaux 
atmosphériques de NO2 et un accroissement des cas de maladies respiratoires allergiques, 
rhinites et asthme [41-45]. 
Dans notre étude, des relations positives et significatives ont été observées entre le dioxyde de 
soufre (SO2) et les consultations pour asthme, rhinites et toux. L’inhalation de SO2 provoque 
une bronchoconstriction chez les sujets adultes normaux et asthmatiques [46, 47]. Une 
augmentation de la fréquence respiratoire a été observée à la suite d’une exposition d’une 
heure de 200 ppb de SO2 chez des sujets asthmatiques [48]. D’autres études épidémiologiques 
montrent que le SO2, composante majeure de la pollution automobile, est souvent corrélé avec 
la morbidité et la mortalité dues à l’asthme, principalement chez les enfants [37, 49]. En plus, 
plusieurs équipes [14, 50-52] ont observé que la pollution automobile accentue les 
phénomènes de bronchite chronique, toux nocturne et rhume des foins.  
Dockery et Pope observent qu’une augmentation de 10!g/m
3
 de PM10 induit une 
augmentation des crises d’asthme. De la même façon, une association peut être faite, 
concernant les PM10, avec l’utilisation d’un broncho-dilatateur, des visites  aux urgences et 
des cas d’hospitalisation pour crise d’asthme.[53]. 
Outre leur action directe sur l’appareil respiratoire, les polluants atmosphériques peuvent 
avoir un effet sur les grains de pollen en modifiant leur structure mais aussi le contenu 
allergénique et en fragilisant la membrane cytoplasmique [21, 54]. 
Les pollinoses sont directement liées, également, aux facteurs météorologiques. Ces derniers 
influencent aussi bien la production que la libération ou la dispersion du pollen. Les 
températures élevées (ou même simplement, évoluant à la hausse) induisent l’apparition et 
l’aggravation des symptômes allergiques [20]. Nos résultats montrent que la température est 
positivement liée aux consultations avec tous les symptômes pris en compte.  
Les chutes de pression atmosphérique favoriseraient assez souvent la déhiscence des anthères 
ce qui a pour résultat la libération de grains de pollen; ceci ayant directement une incidence 
sur les rhinites et les crises d’asthme [20]. Dans notre étude, des résultats contradictoires ont 
été observés s’agissant des consultations pour rhinites et toux spasmodique. 
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De même, une forte nébulosité agit souvent dans l’amélioration sensible du sort du patient 
parce qu’elle diminue l’insolation et la chaleur [20]. Dans notre étude, nous avons observé 
que l’humidité relative était négativement liée aux consultations pour asthme et toux 
spasmodique. 
Dans la littérature, il a été montré que chaque chute de pluie entraine aussi une diminution de 
la fréquence des allergies respiratoires ; ceci peut être expliqué par le fait que la pluie 
entraîne, en quelque sorte, une « noyade » des grains de pollen [20, 31]. Nos résultats, 
concernant la rhinite et la conjonctivite, vont dans le même sens. Par contre, les consultations 
pour asthme sont positivement corrélées avec les précipitations. En effet, l’eau de pluie peut 
induire une libération, par les grains de pollen, de particules microscopiques dites granules 
cytoplasmiques de pollen qui comprend une quantité substantielle d’amidon. Des auteurs ont 
observé que la concentration de granules d’amidon dans l’air ambiant augmente de 20 à 
50 fois après la survenue des orages [55, 56], alors même que les grains de pollen entiers ne 
sont plus détectables. Plus récemment, d’autres études ont montré que des polluants 
atmosphériques peuvent entraîner des cassures de la membrane pollinique et ainsi une 
libération accrue des granules. Si les grains de pollen pénètrent tout au plus dans la région 
nasale jusqu’à la trachée, rien n’empêche les granules polliniques de poursuivre leur 
progression vers les profondeurs du tractus respiratoire et d’induire ensuite des crises 
d’asthme. Ces microparticules ont été mises en cause dans les épisodes épidémiques d’asthme 
associés aux orages ou « thunderstorm asthma » [6, 19, 57]. 
Bien que des corrélations aient pu être mises en évidence entre les consultations pour allergies 
respiratoires, d’une part, et les facteurs atmosphériques, d’autre part, il faut mentionner un 
certain nombre de faiblesses. Le plus important est le nombre de patients qui sont inclus dans 
cette étude. Ceci pourrait en partie être imputé au nombre restreint de médecins ayant 
participé à l’étude. Dans les prochaines études, les consultations de médecins (généralistes et 
spécialistes) et les admissions hospitalières pour allergies respiratoires, ainsi que la 
consommation des médicaments anti-allergiques respiratoires doivent être prises en compte 
pour approfondir les connaissances des liens les plus significatifs entre allergies respiratoires 
et différents paramètres atmosphériques. De même, une étude sur une plus longue durée 
pourrait permettre de mieux caractériser le risque. Enfin, une quantification des granules 
cytoplasmiques de pollen dans l’air permettrait de rendre plus clair le rôle de ces particules 
dans la survenue des asthmes allergiques.  
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En conclusion, cette étude est l’une des rares pour l’heure, en France tout au moins, à prendre 
en compte différents facteurs atmosphériques (pollen, polluants et facteurs météorologiques) 
dans la recherche des causes des allergies respiratoires. Des corrélations simples ont été 
trouvées entre les teneurs en pollen et ozone, d’une part, et les rhinites et les conjonctivites, 
d’autre part. De plus, la présence des granules cytoplasmiques de pollen pourrait expliquer la 
corrélation positive entre les précipitations et les consultations pour asthme. 
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2.3. Conclusion 
L’étude épidémiologique portant sur les allergies respiratoires – rhinites, asthme, 
conjonctivites et toux spasmodique - et réalisée dans la région amiénoise est l’une des rares 
études, au moins en France, qui prend en compte différents paramètres atmosphériques : les 
teneurs de pollen d’arbres et de Graminées au cours d’une même saison pollinique, les 
concentrations pour plusieurs types de polluants gazeux et particulaires et des facteurs 
météorologiques.  
Nos résultats permettent d’affirmer que les allergies respiratoires sont bien des maladies liées 
en grande partie à l’environnement. De plus, les concentrations atmosphériques de pollen de 
Graminées étant corrélées avec les rhinites mais pas avec l’asthme, il paraît possible 
d’impliquer la taille des grains de pollen. La présence des granules cytoplasmiques libérés par 
les grains de pollen pourrait expliquer l’interaction des différents paramètres atmosphériques 
ainsi que la corrélation positive entre les précipitations et les consultations pour asthme. 
!
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3.1. Introduction 
Le pollen des Graminées constitue un des vecteurs majeurs d’aéroallergènes dans le monde. 
Les allergies respiratoires au sens large - incluant donc aussi bien l’asthme que les rhinites 
allergiques -  représentent un problème majeur de santé publique, en particulier dans les pays 
du monde occidental. 
Le pollen de fléole des près a été choisi dans cette étude, parce qu’il est représentatif des 
autres types de pollen de Graminées fourragères et céréalières.  
De plus, quelques travaux ont montré que certaines caractéristiques du pollen évoluent au 
cours du temps, par exemple au niveau de sa capacité de germination et de sa résistance à un 
choc osmotique. Pour cela, dans un premier temps, une étude comparative entre 3 lots de 
pollen de fléole des près a été réalisée. Les lots utilisés sont les suivants : 2 lots 
commercialisés ayant subi un traitement post-récolte (P-2003, P-2005 ; Allergon) et un lot de 
pollen frais de la récolte 2006 n’ayant subi aucun traitement (P-2006 ; Allerbio). Au vu des 
différents résultats obtenus entre le pollen commercialisé et le pollen frais, en matière 
d’allergénicité et de libération des granules cytoplasmiques de pollen ou GCP, il nous a 
semblé préférable de travailler avec du pollen frais, afin de pouvoir se rapprocher au mieux 
des conditions environnementales (cf. Annexe 2). 
L’allergénicité des GCP n’a été jusqu’alors que relativement peu étudiée aussi bien en France 
qu’à l’étranger. Il a donc paru fondé de vérifier certaines hypothèses proposées par différents 
auteurs et notamment celles, directement dans notre groupe, d’Alexandre Motta pour tenter de 
compléter et d’élargir ce qui avait déjà pu être réalisé et mis à jour dans sa thèse (2004). 
Les critères de choix des concentrations de GCP servant pour les instillations pratiquées sur 
les rats BN n’ayant pas été explicitement exposées, nous avons souhaité, dans la présente 
étude menée à partir de 2006, aborder cet aspect sous un angle rendant possible, relativement 
facilement et terme à terme, la comparaison entre grain de pollen et GCP. Ainsi, ce sont des 
quantités initiales pondérales équivalentes de GCP et de pollen, soit 0,5 mg/animal, qui ont 
été utilisées pour instiller les rats. La quantité particulaire, utilisée par ailleurs, de 
4.5 x 10
7
 GCP/rat correspond, quant à elle, à la quantité de granules libérées si 100% des 
grains de pollen contenus dans la suspension d’instillation ont explosé. Deux autres quantités 
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de GCP ont été prises en compte. Elles correspondent respectivement aux cas où 33% et 3% 
des grains de pollen ont explosé au moment du choc osmotique. 
D’autre part,  s’agissant de la taille moyenne des GCP, afin d’obtenir des mesures plus fines 
que celles disponibles jusqu’alors, un compteur de particules plus sensible a été utilisé. Au 
lieu de se baser seulement sur un spectre moyen de diamètre situé entre 2 et 5 !m, nous avons 
pu étendre la mesure vers des diamètres beaucoup plus petits, la largeur du spectre étant 
maintenant comprise entre 0,6 et 5 !m. Avec cette nouvelle série de mesures, il apparaît 
clairement que les tailles les plus petites sont celles qui sont les plus représentées. 
Les expérimentations précédentes n’avaient pas abordé un autre aspect qu’il nous a paru 
important de mettre en avant, à savoir une comparaison entre pollen et GCP en s’appuyant sur 
un même protocole pour l’utilisation des deux sources allergéniques. Ceci peut permettre de 
mieux évaluer l’allergénicité de chacun des composants en évitant des biais méthodologiques. 
À partir de l’ensemble de ces propositions de travail, un premier article intitulé « Effects of 
pollen grains and their cytoplasmic granules on allergic humoral and cellular responses in the 
rat » a été composé. 
Comme, par ailleurs, aucun travail n’avait été encore réalisé in vivo pour essayer d’évaluer les 
effets conjugués du pollen et des GCP, nous avons abordé expérimentalement cette question 
en proposant un protocole spécifique.  
Quatre groupes ont été étudiés : (1) rats sensibilisés au pollen et provoqués par les GCP, (2) 
rats sensibilisés par les GCP et provoqués par du pollen, (3) GCP seul et, finalement, (4) 
pollen seul (sensibilisation et provocation avec le même produit pour les deux instillations des 
groupes 3 et 4). Ce travail a fait l’objet de la deuxième publication dont le titre est : « About 
the allergenic potential of Phleum pratense pollen cytoplasmic granules: new elements from a 
Brown Norway rat model ». 
Dans nos 2 premières études, afin d’éliminer la plus grande quantité possible d’allergènes 
hydrosolubles provenant du pollen entier, les GCP ont été lavés. Mais, nous avons pensé que 
dans des conditions non-expérimentales, en environnement extérieur, des GCP contenant ou 
dépourvus d’allergènes hydrosolubles - GCP non-lavés et GCP lavés respectivement - 
peuvent être présents dans l’atmosphère, ceci en fonction des effets potentiels des 
précipitations. De même, bien que la majorité des études concernant la réaction allergique 
s’intéressent au rôle des allergènes hydrosolubles, il paraît maintenant important de prendre 
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également en compte les allergènes non-hydrosolubles puisqu’ils semblent être souvent 
impliqués dans la réaction allergique. Pour cela, une étude évaluant les potentiels allergique et 
inflammatoire des GCP lavés et GCP non-lavés a été effectuée en utilisant le même modèle 
animal d’allergie au pollen, le rat Brown Norway. Trois groupes ont été étudiés : (1) rats 
sensibilisés et provoqués par les GCP lavés, (2) rats sensibilisés et provoqués par les GCP 
non-lavés, et, finalement, (3) rats sensibilisés et provoqués par du pollen. De plus, dans cette 
même étude, une première phase d’identification des allergènes hydrosolubles et non-
hydrosolubles de GCP et de pollen a été menée en utilisant des sérums de rats sensibilisés. Ce 
travail a permis la construction d’un troisième article portant le titre suivant : « Role of water-
soluble and water-insoluble allergens of pollen cytoplasmic granules in humoral and cellular 
allergic responses ». 
De plus, une mise au point d’un nouveau modèle animal d’allergie au pollen permettant 
d’étudier un éventuel effet adjuvant de polluants atmosphériques a été réalisé au cours de ce 
travail (cf. Annexe 3).  
L’allergénicité des différentes sources d’allergènes concernaient les réponses humorales et 
cellulaires de l’allergie et de l’inflammation chez les rats. Ces réponses ont été évaluées par 
différents paramètres :  
• taux d'IgE et IgG1 dans le sérum ; 
• pourcentage d'éosinophiles et concentrations des cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13 et 
Rantes), médiateurs de l'allergie dans le liquide bronchoalvéolaire (LBA) ; 
• prolifération spécifique - pour le pollen ou les GCP -  des lymphocytes ganglionnaires 
(mesure de l’incorporation de thymidine tritiée en cpm) ; 
• nombre et cytologie (coloration des frottis cellulaires au May Grunwald Giemsa) des 
cellules - macrophages, lymphocytes, neutrophiles et basophiles - dans les LBA ; 
• intégrité de la barrière alvéolo-capillaire (protéines totales dans les LBA) et 
concentrations des cytokines Th1 (IL-1 ; IL-2, IFN!, TNF"…) médiateurs de 
l'inflammation dans les LBA. 
 3.2. ARTICLE 2 
Effects of pollen grains and their 
cytoplasmic granules on allergic humoral 
and cellular responses in the rat. 
 
Open Allergy journal 
 
ABOU CHAKRA Oussama R., ROGERIEUX Françoise, PELTRE Gabriel, 
SÉNÉCHAL Hélène and LACROIX Ghislaine 
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Abstract 
Background: Grass pollen is one of the most important aeroallergens in Europe. It highly 
contributes to respiratory allergic diseases such as asthma or allergic rhinitis. In contact to 
water or airborne pollutants, pollen grains can release pollen cytoplasmic granules (PCG) 
containing allergens. Because of their size (< 5 !m), PCG may penetrate deeper into the 
lungs. They can induce higher allergic responses and are already associated in thunderstorm 
asthma.  
Objective: A comparison of allergic potential of whole timothy grass pollen grains and 
isolated PCG in Brown Norway rats.  
Methods: Rats were sensitized (day 0) and challenged (day 21) with pollen grains (0.5 mg) or 
PCG (1.5 x 10
6
, 1.5 x 10
7
, 4.5 x 10
7
 and 0.5 mg). At day 25, blood samples, Bronchoalveolar 
Lavage fluid (BALF) and bronchial lymph node were collected. IgE and IgG1 levels in sera 
were assessed by ELISA. Alveolar cells, total proteins and cytokines were quantified in 
BALF. T-cell proliferation, in response to pollen or granules, was performed by lymph node 
assay.  
Results: Rats sensitized to the 2 highest doses of PCG showed IgE and IgG1 levels higher 
than negative control, but lower than the pollen group. Eosinophils, lymphocytes and Th2 
cytokines in BALF were higher in PCG-sensitized rats than in pollen group. Animals 
sensitized to PCG or pollen showed similar proliferative responses of lymph node cells.  
Conclusion: PCG can induce allergic and inflammatory responses. Cellular responses suggest 
that PCG could induce asthma rather than rhinitis responses in contrast to pollen.  
Keywords: Timothy grass pollen; Pollen Cytoplasmic Granules; Allergy; Humoral responses; 
Cellular responses. 
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Introduction 
Respiratory allergic diseases, such as allergic rhinitis and asthma, are currently a major public 
health problem worldwide, in particular in industrialized countries. Over the last decades, 
epidemiological studies show that the prevalence of allergic diseases has dramatically 
increased, especially in the younger generations and people living in biggest cities (Lacroix, 
2005). 
These atopic diseases are complex inflammatory disorders influenced by both genetic and 
environmental factors, including pollen, clearly one of the most important aeroallergens 
vectors, in terms of quantities available in the atmosphere. However, although most of the 
symptoms associated with these affections coincide with the pollination season, it is now well 
established that simple and direct relation doesn't exist between these two phenomena and that 
many other factors must be taken into account. 
In parallel, several studies have shown that after light rainfall or thunderstorm, one pollen 
grain can release 700 to 1000 small particles called pollen cytoplasmic granules (PCG) (Singh 
et al., 1991). PCG consist in starch granules (SG) and polysaccharide-particles (Behrendt and 
Beckert, 2001). In fact, starch granules have been isolated from the Melbourne atmosphere 
with 10 to 50-fold increase following rainfall (Suphioglu, 1998, Schappi et al., 1999). 
Furthermore, our team had previously shown that after exposure to gaseous pollutants such as 
O3 (0.5 ppm) or NO2 (2 ppm) commercialized pollen release PCG (Motta et al., 2006). The 
likelihood that whole grass pollen grains (15 – 60 !m) will reach the deeper human airways is 
low, but PCG (< 5 !m) might penetrate into the lower respiratory tract and so, can induce 
symptoms of bronchial asthma or hay fever (Taylor et al., 2002, Taylor et al., 2004). Several 
grass pollen allergens have been found in PCG by immunogold labeling and western blot 
studies, such as Lol p 5 and Lol p 9 for rye grass (Taylor et al., 1994), Phl p 4, Phl p 5 and 
Phl p 6 for timothy grass (Fischer et al., 1996, Grote et al., 1994, Vrtala et al., 1999). In the 
same way, small particles derived for birch pollen contain a major allergen Bet v 1 (Schappi 
et al., 1999). 
It has been shown in previous in vivo studies that timothy grass PCG can induce higher 
humoral and cellular responses in pollen and PCG-sensitized rats (Motta et al., 2004a, Motta 
et al., 2004b) .Their presence can provoke the accumulation of eosinophils in the 
peribronchial area in PCG-sensitized mouse (Bacsi et al., 2006). Moreover, isolated PCG can 
elicit a positive skin prick test in asthmatic patients and may cause a bronchial obstruction 
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during thunderstorm in asthmatics (Suphioglu et al., 1992). Thereby, PCG are suspected 
playing a role in “thunderstorm asthma” (D'Amato et al., 2007). PCG may be also transferred 
by association with respirable particulate matter present in the atmosphere, such as diesel 
exhaust particles (DEP) (D'Amato et al., 2000).  
The aim of this study was to evaluate, with a rat allergy model, the allergenic potential of 
different concentrations of isolated PCG and to compare it with the allergenicity of whole 
timothy grass pollen. Humoral (IgE and IgG1 levels in sera), cellular (eosinophils, 
lymphocytes, Th2 cytokine concentrations in BALF and lymph node cell proliferation) and 
inflammatory responses (macrophages, neutrophils, total protein and Th1 cytokine 
concentrations) have been assessed following intratracheally instillation of PCG or whole 
pollen in Brown Norway rats, which is a good animal model of allergy (Steerenberg et al., 
1999, Szelenyi, 2000). In this study, the same immunization experimental design has been 
used both for PCG and pollen grains. Rats’ immunizations performed by PCG and pollen 
grains have been processed in parallel. 
Methods 
1. Animals 
Six-week-old male Brown Norway (BN) rats were obtained from Charles River Laboratories 
(France). Animals were housed in an air-conditioned room (22 °C, 60 % relative humidity) 
with
 
restricted access. They received conventional laboratory diet and
 
tap water was ad 
libitum. They had a light–dark circadian rhythm of 12 h. Their acclimatation has been of one 
week before
 
use in animal facility. Rats were handled in accordance with French State 
Council guidelines for the care and use of laboratory animals (Decree 87-849, October 19th 
1987) and experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Comity at the 
INERIS. The rats were randomly divided into six groups of 6 rats each. 
2. Pollen and PCG 
Timothy grass pollen (Phleum pratense) from the 2006 harvest was obtained from Allerbio 
AB (Varennes-en-Argonne, France) and had not undergone post harvest conservative 
treatment. Pollen grains were used for rats’ immunization; PCG isolation and water soluble 
pollen extraction. Pollen grains were stored at 4 °C.  
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PCG (0.6 - 5 !m) were isolated from whole grass pollen following exposure
 
of intact pollen 
grains to osmotic stress, according to Motta et al (Motta et al., 2004a) with slight 
modifications. Timothy grass pollen (500 mg) was suspended in 5 mL distilled water to allow 
the release of PCG. After 1 h of gentle agitation, the suspension was centrifuged (10 000 x g, 
10 min) through a 5 !m mesh filter (Millipore type Ultrafree-MC, Millipore Corp., Bedford, 
MA, USA). PCG pellet was collected and washed twice in 5 mL distilled water and 
resuspended in 1 mL of saline solution (NaCl 0.9 %).  
The size and the number of PCG were performed with a particle counter (Z3 Multisizer™ 
Coulter Counter®, Beckman Coulter). For pollen grains, particle counter (Z2™ Coulter 
Counter®, Beckman Coulter) was used for the size evaluation and the counting. 
3. Endotoxin assay 
The presence or the absence of endotoxins / lipopysaccharide (LPS) in pollen extract, PCG 
extract and saline solution were determined by Limulus Amebocytes Lysate (LAL) test (E-
Toxate™ Kit, Sigma). 
4. Sensitization and challenge of the rats  
Animals were anesthetized by an intramuscular injection of a mixture of ketamine 
hydrochloride (0.5 mg/kg body weight), atropine (0.1 mg/kg body weight) and xylazine 
(1 mg/kg body weight). Rats were then sensitized on day 0 and challenged on day 21 by 
intratracheal instillation of 150 !L of pollen grains or PCG, which were suspended in saline 
solution (NaCl 0.9 %) and used as allergen sources as described in figure 1. The initial 
weights were of 0.5 mg of pollen and PCG. The particle quantities of PCG were 
1.5 x 10
6
 PCG, 1.5 x 10
7
 PCG, 4.5 x 10
7
 PCG. They correspond to the number of PCG 
released by 0.5 mg of pollen if 3 %, 33 % and 100 % of pollen burst respectively. Negative 
control animals received saline solution.  
5. Autopsy 
At day 25, rats were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (150 mg/kg 
body weight). They were exsanguinated by cutting the inferior Vena Cava after blood taking. 
Bronchoalveolar Lavage (BAL) was then performed. A cannula was inserted in the trachea 
and the lungs were washed 3 times with 10 mL of PBS (pH 7.2). Bronchial lymph nodes were 
removed and immediately placed in 5 mL of ice cold RPMI-1640 medium. 
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After collection, blood was kept at 4 °C for about 2-4 h for clotting. The blood samples were 
then centrifuged for 10 min at 2000 x g at 4 °C. Serum was removed and stored in 500 !L 
aliquots at – 80 °C until use. 
Fluid collected from the BAL of each animal was centrifuged at 150 x g for 10 min. Cell-free 
BALF was concentrated using Amicon Ultra tubes® (Millipore) centrifuged at 2000 x g, 4 °C 
until the volume reached 1 mL. 
Figure 1: Schematic representation of the experimental design. By intratracheally instillation, rats 
were sensitized at day 0 and challenged at day 21 with pollen grains or PCG. Negative control animals 
received saline solution. At day 25, allergic responses (humoral and cellular) and inflammation were 
assessed. Total rats studied: 36.  
6. Protein assay 
The protein concentrations in water-soluble extracts of pollen, isolated PCG and in BALF 
were determined by Lowry method (Lowry et al., 1951). Bovine serum albumin was used to 
obtain the calibration curve.  
7. ELISA for specific anti-timothy pollen IgE and IgG1 
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Water-soluble pollen extract (PE) was prepared according to Mahler et al. (Mahler et al., 
2000). PE was labeled with digoxigenin-3-O-succinyl-!-aminocaproic acid-N-
hydroxysuccinimide ester (DIG-NHS) using a DIG protein labeling kit (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany). PE (1 mg/mL) was mixed with DIG-NHS. Labeled proteins were 
collected and concentrated using centrifugation (2000 x g, 4 °C) in Amicon Ultra tubes® 
(Millipore) until the volume was equal to 1 mL and stored in 50 "L aliquots at – 80 °C. 
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed in serum according to 
Motta et al (Motta et al., 2004a). Briefly, 96-well microtiter plates were coated by 1:500 
diluted mouse anti-rat-IgE or anti-rat-IgG1 antibody (Zymed, San Francesco, CA, USA). After night 
incubation at room temperature, wells were washed and saturated with a solution of PBS containing 
1 % (w/v) skimmed milk powder and 0.1 % (v/v) Tween-20. After 1 h incubation, rat sera were added 
to the wells (in duplicate) at the proper dilution (1:2 and 1:1500 for IgE and IgG1 detection 
respectively) and incubated for 1 h at 37 °C. After washing, wells were incubated with a pollen-DIG 
solution (dilution 1:800). Thereafter, a horseradish peroxidase conjugated anti-DIG antibody was 
added (Roche Diagnostics, Manheim, Germany, dilution 1:625). The amount of IgE or IgG1 was 
measured by adding peroxidase substrate and the absorbency values were measured at 450 nm with a 
multichannel photometer (TECAN, France). 
8. BALF cellularity 
After centrifugation, cells were resuspended in 800 "L RPMI 1640-medium (Gibco, France). 
The collected cells (9–20 "m) were counted with Z2™ Coulter Counter® (Beckman Coulter) 
and applied to a slide by centrifugation using a Shandon Cytospin 2 (Pittsburgh, PA) at 150 g 
for 5 min. Cell differential counts were performed after May-Grünwald Giemsa staining and a 
minimum of 400 cells were counted per slide. 
8. Determination of cytokines in BALF 
Th1 cytokines were quantified in BALF using bio-plex kit for IL-1#, IL-1$, IL-6 and IFN% 
(Cat n°: 171K11070, Biorad, France). Rat Th2 cytokine multiplex immunoassay kit was used 
for IL-5, IL-13 and Rantes (Cat n° RCYTO-80k-04, Linko, Millipore, France) according to 
the manufacturer’s instructions.  
9. Bronchial Lymph Node Cell Assay 
The bronchial lymph node assay previously described (Motta et al., 2004a) has been slightly 
modified. Briefly, isolated lymph nodes taken were forced through a sterile 70 µm mesh 
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nylon cell strainer (Falcon, Becton and Dickinson Company, Franklin Lake, NJ, USA). The 
collected cells were centrifuged twice at 300 x g for 10 min at 4 °C. After removal of the 
supernatant, the pellet was resuspended in 1 mL of 10 % FCS medium, and counted with 
Z2™ Coulter Counter®. Cells were incubated in U-bottomed 96 well-plates (Cellstar, Greiner 
bio one, Frickenhausen, Germany), containing 50 µL 10% FCS medium, 1.5 µM 2-!-
mercaptoethanol, with and without allergen sources (Pollen: 10 and 100 !g/mL; PCG: 9 x 10
5 
and 9 x 10
6
 PCG/mL), for 3 days in humidified atmosphere at 37 °C and 5 % CO2. Then, cells 
were incubated 24 h with 10 µl/well [
3
H]-thymidine (Amersham, Buckinghamshire, UK, 
37 kBq/mL) and harvested for scintillation counting in a !-plate counter (1205 Betaplate
TM
 
Wallac, Turku, Finland) to measure cell proliferation. T-cell reactivity was expressed as 
counts per minute (cpm). 
10.  Statistical analysis 
The results of all studied parameters are expressed as means ± SEM. For statistical analysis 
the non-parametric tests (Kruskall-Wallis and Mann-Whitney) were used. The results were 
considered significant when a p-value < 0.05 was found. 
Results 
1. Particle size distrubution, proteins and endotoxins in instilled solutions 
The average diameter of the timothy grass pollen grain, measured by Z2™ Coulter, was 
31 ± 2 !m. By such counting type, we had determined that 1 !g of pollen contained 
87 ± 5 pollen grains. In contact with distilled water, 500 mg of timothy pollen grains released 
about 7.5 x 10
8
 PCG. The size distribution of PCG, performed by Z3 Multisizer (Beckman 
Coulter), is reported in figure 2. The average diameter of PCG was 1.1 !m. 
Figure 2: Particle size distribution of 
timothy grass pollen and their cytoplasmic 
granules was performed by Z2™ Coulter 
Counter® Z3 Multisizer™ and Coulter 
Counter® (Beckman Coulter). The grey 
area corresponds to PCG counts between 
0.6 to 2 !m. The black area corresponds to 
the PCG counts between 2 to 5 !m. 
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The water-soluble protein concentrations, in pollen and isolated PCG, extracts are reported in 
Table 1. These protein concentrations were higher in extracts from pollen grains than those 
from PCG (76 !g/mL vs. 6.8 !g/mL, respectively). A significant correlation between the 
number of PCG and the content of water-soluble proteins in extract was found (r
2 
= 0.972, 
p < 0.01) (Table 1). After each aqueous wash of PCG, a decrease of the protein concentration 
in the supernatant was observed. After 5 washes, water-soluble protein concentration was near 
to 0 (data not shown).  
Our water pollen extract contains endotoxins, but the LAL results were negative with PCG 
extract and saline solution. 
Table 1: Water-soluble protein concentrations in pollen and PCG extracts used for rats’ 
immunization protocols. 
Allergen sources Water-soluble protein concentrations 
(!g/mL) 
NaCl 0.9% 0 
Pollen: 0.5 mg 76.0 ± 0.01 
PCG: 1.5 x 10
6
 0.1 ± 0.01 # 
PCG: 1.5 x 10
7
 1.1 ± 0.06 # 
PCG: 4.5 x 10
7
 3.6 ± 0.08 # 
PCG: 0.5 mg 6.8 ± 0.03 # 
Data were shown by Mean ± SEM. #: significantly different to pollen group (p<0.05). 
2. Pollen-specific IgE and IgG1 levels in serum 
The IgE and IgG1 levels are presented on figure 3, a and b, respectively. 
In contrast to NC, sensitization with 0.5 mg of whole pollen increased significantly pollen 
specific IgE and IgG1 levels. Among PCG groups, rats sensitized with 1.5 x 10
6
 and 
1.5 x 10
7
 PCG showed no statistically difference with the NC group. The two other groups 
sensitized with 4.5 x 10
7
 and with 0.5 mg of PCG presented higher IgE and IgG1 levels than 
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NC group. All PCG-sensitized rats presented lower IgE and IgG1 responses than those of the 
pollen group. 
Figure 3: Timothy grass pollen specific 
IgE and IgG1 levels in sera (Mean ± 
SEM). NC, negative control group; 
pollen, rats sensitized with 0.5 mg of 
pollen; (A-D) rats sensitized with PCG: 
A, 1.5 x 10
6
 PCG; B, 1.5 x 10
7
 PCG; C, 
4.5 x 10
7
 PCG; D, 0.5 mg of PCG. *: 
significantly different to NC (p<0.05); #: 
significantly different to pollen group 
(p<0.05). 
 
 
3. Protein concentrations in BALF 
Protein concentrations in the BALF are presented in figure 4. In contrast to NC, pollen group 
showed a significant increase of protein concentrations in BALF. All PCG-sensitized rats 
presented higher amounts of proteins than those of NC group. Compared to pollen group, 
BALF protein concentrations were lower in 1.5 x 10
6
 and 1.5 x 10
7
 PCG-sensitized groups. 
No significantly difference was found between protein concentration in BALF from 
4.5 x 10
7
 PCG-sensitized and pollen-sensitized groups. Rats sensitized by 0.5 mg of PCG 
presented higher protein concentration in BALF than the rat’s pollen group. 
Figure 4: Protein concentration (Mean ± 
SEM) in BALF. NC, negative control 
group;  pollen, rats sensitized with 
0.5 mg of pollen; (A-D) rats sensitized 
with PCG: A, 1.5 x 10
6
 PCG; B, 
1.5 x 10
7
 PCG; C, 4.5 x 10
7
 PCG; D, 
0.5 mg of PCG.*: significantly different 
to NC (p<0.05); #: significantly different 
to pollen group (p<0.05). 
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4. Cytokines in BALF 
Th1 Cytokine (IL-1!, IL-1", IL-6 and IFN#) and Th2 cytokines (IL-5, IL-13 and Rantes) 
concentrations were determined on rats sensitized with saline, pollen grains, and the 2 
strongest concentrations of PCG (4.5 x 10
7
 and 0.5 mg) (figure 5 and 6).  
In comparison to NC group, all BALF cytokine concentration values were higher on pollen 
and PCG-sensitized rats, but some differences were statistically significant: (1) pollen grains 
increased significantly IL-6 and IFN# concentrations; (2) 4.5 x 10
7
 PCG increased 
significantly IL-1!, IL-5, IL-13 and Rantes concentrations; (3) all cytokine concentrations 
were significantly higher on 0.5 mg of PCG-sensitized rats.  
 
Figure 6: Th1 cytokine levels (Mean ± SEM) in BALF. Th1 cytokines measured (pg/mL) are: IL-1", 
IL-1!, IL-6 and IFN#. NC, negative control group; pollen, rats sensitized with 0.5 mg of pollen; (C-D) 
rats sensitized with PCG: C, 4.5 x 10
7
 PCG; D, 0.5 mg of PCG. *: significantly different to NC 
(p<0.05); #: significantly different to pollen group (p<0.05). 
Compared to pollen-sensitized rats, 4.5 x 10
7
 PCG-sensitized rats presented higher Th2 
cytokine concentrations, but the only statistically significant concentration increase was for 
Rantes. Among Th1 cytokines, IL-6 and IFN# concentrations in BALF were higher on pollen-
sensitized rats than 4.5 x 10
7
 PCG-sensitized rats, but these differences were not statistically 
significant.  
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Figure 5: Th2 cytokine levels (Mean ± SEM) in BALF. Th2 cytokines measured (pg/mL) are: IL-5, 
IL-13 and Rantes. NC, negative control group; pollen, rats sensitized with 0.5 mg of pollen; (C-D) 
rats sensitized with PCG: C, 4.5 x 10
7
 PCG; D, 0.5 mg of PCG. *: significantly different to NC 
(p<0.05); #: significantly different to pollen group (p<0.05).  
For the rats sensitized with 0.5 mg of PCG, all cytokine concentrations were significantly 
increased compared to pollen-sensitized rats, except for the IL-1! increase which presented 
no significant difference. 
5. Alveolar cells in BALF 
In contrast to NC group, pollen-sensitized rats presented a higher significant number of 
macrophages, eosinophils and neutrophils (Table 2). Rats sensitized with 1.5 x 10
6
 PCG 
presented no significant difference of alveolar cell number compared to NC but the 
1.5 x 10
7
 PCG dose significantly increased the macrophage level without affecting eosinophil 
and neutrophil levels. Moreover, the rats’ immunization performed with the 2 highest doses of 
PCG (4.5 x 10
7
 and 0.5 mg) lead to a significant increase of all alveolar cell types in BALF 
compared NC group.  
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When compared to pollen-sensitized rats, (1) 1.5 x 10
6
 PCG-sensitized rats presented a 
significantly lower number of macrophages, eosinophils and neutrophils, (2) 1.5 x 10
7
 PCG-
sensitized rats presented a significant decrease of macrophage and neutrophil number in 
BALF, (3) rats sensitized with 4.5 x 10
7
 PCG presented a decrease of macrophage number 
and, in the same time, an increase of eosinophils and lymphocytes, this third group being the 
only one with a statistically significant number, (4) the highest dose of PCG (0.5 mg) 
increased significantly eosinophil and lymphocyte numbers and lead to a small decrease of 
macrophage number (Table 2). 
Table 2: Number and type of alveolar cells in BALF.  
Group Macrophages 
(x 10
6
) 
Eosinophils 
(x 10
6
) 
Lymphocytes 
(x 10
6
) 
Neutrophils 
(x 10
6
) 
NC 3.39 ± 0.44 0.40 ± 0.09 0.21 ± 0.06 0.03 ± 0.01 
Pollen 7.85 ± 1.33 * 4.00 ± 0.83 * 0.11 ± 0.09 0.25 ± 0.11 * 
A 3.46 ± 0.41 # 0.76 ± 0.23 # 0.08 ± 0.03 0.02 ± 0.01 # 
B 6.45 ± 0.98 * 0.68 ± 0.11 # 0.07 ± 0.03 0.06 ± 0.02 
C 6.95 ± 0.50 * 5.32 ± 0.49 * 0.63 ± 0.19 * # 0.29 ± 0.13 * 
D 5.40 ± 1.58 * 7.00 ± 1.33 * # 0.98 ± 0.21 * # 0.36 ± 0.10 * 
Data were expressed by Mean ± SEM. NC, negative control group; Pollen, rats sensitized with 0.5 mg 
of pollen; A, rats sensitized with 1.5 x 10
6
 PCG; B, rats sensitized with 1.5 x 10
7
 PCG; C, rats 
sensitized with 4.5 x 10
7
 PCG; D, rats sensitized with 0.5 mg of PCG. *: significantly different to NC 
(p<0.05); #: significantly different to pollen group (p<0.05). 
6. Lymph node cell proliferation induced by pollen or PCG 
As expected, lymph node cell of pollen-sensitized rats presented a greater proliferation after 
in vitro addition of pollen grains (10 and 100 !g/mL, figure 7a, b, respectively) or PCG 
(9 x 10
5 
and 9 x 10
6
 PCG/mL, figure 7c, d respectively) than what was obtained with NC 
group. The lymph node cell proliferation response of animals sensitized with 1.5 x 10
6
 and 
1.5 x 10
7
 PCG were not significantly different of NC group or only slightly increased, after in 
vitro addition of PCG and pollen, compared to NC group (figure 7).  
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After in vitro addition of 10 !g of pollen, slightly less proliferation was observed in lymph 
node cells from animals sensitized to the highest doses of PCG (4.5 x 10
7
 and 0.5 mg) than for 
those issued from pollen-sensitized rats (figure 7a). In other experimental conditions (after 
addition of 100 !g/mL of pollen grains, 9 x 10
5 
and 9 x 10
6
 PCG/mL), similar proliferation 
responses were noted between PCG and pollen-sensitized rats (figure 7b, c, d). 
 
Figure 7: Pollen and PCG-induced proliferation of lymph node. Cells from NC, pollen or PCG-
sensitized rats were cultured with [
3
H]-thymidine in the presence of pollen (10 and 100!g, a and b, 
respectively) and PCG (9 x 10
5
 and 9 x 10
6
 PCG, c and d respectively). CPM: thymidine incorporation 
by antigen-stimulated cells; CPM0: thymidine incorporation in control cells. NC, negative control 
group; pollen, rats sensitized with 0.5 mg of pollen; A, rats sensitized with PCG  1.5 x 10
6
 PCG; B, 
rats sensitized with 1.5 x 10
7
 PCG; C, rats sensitized with 4.5 x 10
7
 PCG; D, rats sensitized with 
0.5 mg of PCG. *: significantly different to NC (p<0.05); #: significantly different to pollen group 
(p<0.05). 
Discussion 
In this study, allergenic (humoral and cellular responses) and inflammatory activities induced 
by cytoplasmic granules of timothy grass pollen had been evaluated using Brown Norway 
rats. These activities were compared with what was obtained by whole pollen grains. This 
study is the first one in which the same immunization experimental design has been used for 
both PCG and pollen grains. Rats’ immunizations performed by PCG and pollen grains were 
processed in parallel. Moreover, PCG doses, chosen for this study, correspond, in terms of 
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mass, to the amount of pollen (0.5 mg) and in terms of volume to quantities of PCG released 
from 0.5 mg of pollen, if 100% of pollen is broken (4.5 x 10
7
 PCG) or if pollen is aged few 
days (1.5 x 10
7
 PCG) or few months (1.5 x 10
6
 PCG). 
In our study, by a single sensitization and one challenge, the 2 strongest doses of PCG 
(4.5 x 10
7
 and 0.5 mg) administered by intratracheally instillation, can induce an increase of 
IgE and IgG1 levels in sera. In our team, Motta et al (Motta et al., 2004a) previously showed 
also an increase of these parameters, after sensitization and twice challenge with PCG of 
timothy grass administered by intratracheally instillation, but this increase was higher than 
what has been obtained in the present study. This difference could be explained by the 
different PCG counting: Indeed, using the same filtration experiment, Motta et al (Motta et 
al., 2004b) counted PCG, by Z2 coulter which counted particles between 2 to 5 !m. This last 
fraction represents only 1/20 of PCG counted between 0.6 to 5!m, by Z3 multisizer which 
was used in our PCG counting (figure 2).  
However, in the present study, PCG induce lower humoral responses than pollen grains. The 
ratio between IgE levels on PCG-sensitized rats and those obtained on pollen-sensitized rats 
was of 33 % higher.  This ratio was closer to this obtained by Motta et al (Motta et al., 2004b, 
Motta et al., 2004a), using a different design protocol, with 2 or 4 challenges. These 
differences could be explained by the presence of endotoxins in pollen extract.  
In fact, Ormstad et al (Ormstad et al., 2003) showed a strong specific antibody response, both 
for IgE, IgG1 and IgG2a, when allergen and endotoxins (LPS) were injected simultaneously 
in mice. Also, differences of humoral responses, between PCG and pollen-sensitized rats, 
could be explained by the quantity and quality of allergens present on/in isolated PCG versus 
the pollen grains. PCG solutions, used for rats’ immunization, contain water-insoluble 
allergens from PCG and very small amounts of water-soluble allergens from PCG and pollen 
grains. But pollen solution, used for rats’ immunization, contains water-soluble and water-
insoluble allergens from pollen grains and PCG (data not shown). In humans, Suphioglu et al 
(Suphioglu et al., 1992) showed that isolated granules are capable of triggering IgE-mediated 
reactions in grass pollen-sensitive patients.  
Besides humoral responses, different parameters of cellular responses were evaluated. The 
different parameters of allergy taken into account were: Th2 cytokine concentrations, 
eosinophil numbers, lymphocyte numbers in BALF and lymph node cell proliferation. For 
these parameters, lower effect levels were founded for rats sensitized with 1.5 x 10
6
 and 
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1.5 x 10
7
 PCG in contrast to pollen-sensitized animals, but 4.5 x 10
7
 PCG and 0.5 mg of PCG 
have induced similar and / or higher responses than pollen group. 
Concerning the Th2 cytokine level, pollen-sensitized animals presented no significant 
difference with negative control (NC). Rats sensitized with 4.5 x 10
7
 PCG showed increase of 
Th2 cytokine levels compared to NC and pollen-sensitized rats. Th2 cytokine levels were 
higher on rats sensitized with 0.5 mg of PCG comparing to NC and pollen-sensitized rats. In 
previous human studies, increases of IL-5 and IL-13 concentrations were shown in allergic 
patients (Kim et al., 2003, Till et al., 1997). Asthmatics presented also an increase of Rantes 
level in BALF during the pollen season compared to their Rantes level before pollen season 
(Venge et al., 1996). Moreover, asthmatic patients but not seasonal allergic rhinitis patients 
have increased levels of Rantes in sputum compared to healthy subjects (Barczyk et al., 
2006).  
In our experiments, 4.5 x 10
7
 PCG and 0.5 mg of PCG doses induced a greater infiltration of 
eosinophils on lungs than what is obtained with NC and pollen-sensitized rats. But only 
0.5 mg of PCG presented a significant difference, for eosinophil levels in BALF, with NC and 
pollen-sensitized rats. These results were here similar to other previous studies. Mice 
sensitized intraperitoneally with 150 !g of   ragweed pollen and challenged intranasally with 
25 !g of PCG presented an accumulation of eosinophils in the peribronchial area (Bacsi et al., 
2006). In the other hand, in thunderstorm asthmatic patients, whose asthma is suspected to be 
caused by PCG, elevated sputum eosinophils are observed, compared to non-thunderstorm 
(Wark et al., 2002). Moreover, previous study showed that eosinophil number in sputum 
significantly increased with asthma severity (Wright et al., 2000).  
In our study, the 2 strongest PCG concentrations provoked an increase of lymphocytes 
number in BALF, but any increase of BALF lymphocytes was observed on pollen-sensitized 
rats. Furthermore, when looking at human populations, dense lymphocyte infiltrations were 
observed in the bronchial walls on patients with severe asthma and in asthma related deaths 
(Jeffery et al., 1989). 
It has to be noted also that, compared to NC, our findings reveal that the 2 greatest PCG 
concentrations and pollen grains induced a lymph node cell proliferation, in vitro. These T-
cells mediated responses were similar on PCG and pollen-sensitized rats. The same type of 
results were previously obtained by Motta et al (Motta et al., 2004a, Motta et al., 2004b).  
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In this study, the majority of parameters in cellular responses were stronger on PCG-
sensitized rats than on pollen-sensitized rats. Among these parameters, Rantes, eosinophils 
and lymphocytes in BALF showed statistically significant increases. These results suggest 
that PCG could induce an asthmatic rather than rhinitis response in contrast to pollen. Another 
experimental study support this hypothesis (Badorrek et al., 2008): by inhalation challenge, 
pollen grains elicit nasal symptoms and starch granules trigger lower airway inflammation in 
patients with allergic rhinitis or mild intermittent asthma. In another study, asthmatic 
volunteers showed a striking bronchial construction following exposure to starch granules, 
only (Suphioglu et al., 1992). However, in our study, we didn’t assess the bronchoconstriction 
because Brown Norway rats are not a good model for this parameter (Bice et al., 2000, 
Boverhof et al., 2008).  
Among inflammatory parameters, protein and pro-inflammatory cytokine (IL-1!, IL- 1", IL-6 
and IFN-#) concentrations, macrophage and neutrophil numbers were studied in BALF. Some 
of these parameter findings showed that 4.5 x 10
7
 PCG (PCG released by 0.5 mg of pollen 
grains if 100 % of pollen burst) provoke similar inflammatory responses than pollen grains. 
On rats sensitized with the strongest PCG dose (0.5 mg of PCG), inflammatory parameters 
were higher than those obtained in saline solution and pollen-sensitized rats. In mouse model 
allergy, PCG and pollen are potent inducers of inflammation in lower airways because of their 
antigenic content and also of NAD(P)H oxidase-generated oxidative stress (Bacsi et al., 2006, 
Boldogh et al., 2005). Moreover, (1! 3)-"-glucan, present in PCG and pollen grains, could 
also explain airways inflammation (Rylander et al., 1999). 
In conclusion, PCG could induce humoral, cellular and inflammatory responses in Brown 
Norway rats by intratracheally instillation. In contrast to pollen-sensitized rats, humoral 
responses were lower in PCG-sensitized rats, but cellular responses higher. The cellular 
responses suggest that PCG could induce an asthmatic rather than rhinitis response in contrast 
to pollen. 
In the future, we will compare the allergenicity of non-washed PCG and washed PCG. The 
characterization of PCG allergens will be performed by electrophoresis separation followed 
by immunoblot and mass spectrometry. 
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Abstract  
Background: Grass pollen is one of the most important aeroallergens vectors in Europe. 
Under some meteorological factors, pollen grains can release pollen cytoplasmic granules 
(PCG). PCG induce allergic responses. Several studies have shown that, during thunderstorm 
periods, the number of asthmatic patients increase because of higher PCG airborne 
concentrations. 
Objective: The aims of the study were to assess the allergenicity of combined effects between 
pollen and PCG and to compare it with allergenicity of timothy grass pollen and PCG in 
Brown Norway rats. 
Methods: Rats were sensitized (day 0) and challenged (day 21) with pollen grains and/or 
PCG. Four groups were studied: Pollen, PCG, Pollen-PCG and PCG-Pollen. Blood samples, 
Bronchoalveolar Lavage fluid (BALF) and bronchial lymph node were collected at day 25. 
IgE and IgG1 levels in sera were assessed by ELISA. Alveolar cells, total protein and 
cytokine concentrations were quantified in BALF. T-cell proliferation, in response to pollen 
or granules, was performed by lymph node assay. 
Results: The combined effects between pollen and PCG increased IgE and IgG1 levels when 
compared to negative control. These increases were lower than those on pollen group but 
similar to the levels obtained by PCG group. Used in whatever the sensitization and/or 
challenge phase, PCG increased lymphocyte and Rantes levels compared to pollen group. The 
combined effects in the pollen-PCG and PCG-pollen groups increased IL-1! and IL-1" 
compared to only pollen and PCG groups. 
Conclusion: A combination of allergic effects has been shown between pollen and PCG. For 
humoral and cellular allergic responses, the combined effects observed between the 2 
aeroallergens, used in this study, seem to be drived mainly by PCG.  
Keywords: Timothy grass pollen; Pollen Cytoplasmic Granules; Allergy; Inflammation. 
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Introduction  
Grass pollen is one of the most important aeroallergen vectors in the world, inducing 
respiratory allergic diseases such as asthma and hay fever. These diseases are currently a 
major public health problem worldwide, in particular in industrialized countries. Over the last 
decades, epidemiological studies have shown that the prevalence of allergic diseases has 
dramatically increased, especially in the young people and those living in big cities. [1] 
These atopic diseases are complex inflammatory disorders influenced by both genetic and 
environmental factors among which the atmospheric dispersion of pollen grains seems to take 
an important role. However, although the symptoms associated with these affections coincide 
with the pollination season, it is now well established that simple and direct relation does not 
exist between these two phenomena and that, in the same time, several other factors must be 
taken into account. [2] 
In parallel, some studies have shown that, under specific meteorological factors such as 
thunderstorm or light rainfall and also contamination with airborne pollutants, pollen grains 
can release in the atmosphere several hundred of small particles called pollen cytoplasmic 
granules (PCG) [3, 4]. The likelihood that whole grass pollen grains (15 – 60 !m) will reach 
the deeper human airways is low, but PCG (< 5 !m) might penetrate into the lower 
respiratory tract and so induce symptoms of bronchial asthma and / or hay fever [5, 6]. In fact, 
several studies noted an exacerbation of the number of asthmatic patients after thunderstorm 
episode because of higher PCG airborne concentration after such meteorological episodes ([7, 
8]. 
Experimental studies showed that PCG can induce allergic reaction in pollen and PCG 
sensitized animals [9, 10]. Moreover, PCG can elicit a positive skin prick test for allergic 
patients and may cause a bronchial obstruction, during thunderstorm for those suffering 
asthma [4]. 
Although most major allergens, Phl p 4 and Phl p 5 were present in the pollen grains 
(cytoplasmic matrix and in the membranes) and in their PCG [11, 12], other allergens, such as 
Phl p 6 and Phl p 13, were associated only with PCG [13, 14]. For these reasons, the goal of 
this study was to evaluate, with a rat allergy model, the allergenic potential of combined 
effects between pollen and PCG and to compare it with the allergenicity of whole timothy 
grass pollen and of PCG, separately. Humoral, cellular and inflammatory responses have been 
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assessed following intratracheally instillation of PCG and / or whole pollen in Brown Norway 
rats. 
Methods 
1. Animals 
Six-week-old male Brown Norway (BN) rats were obtained from Charles River Laboratories 
(France). Animals were housed in the INERIS animal-care unit, a facility accredited by the 
Departmental Direction of Veterinary Services. They had free access to conventional 
laboratory feed and water. They were handled in accordance with French State Council 
guidelines for the care and use of laboratory animals (Decree 87-849, October 19th 1987) and 
experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Comity at the INERIS.  
2. Pollen and PCG 
Pollen grains from Timothy grass (Phleum pratense) were obtained from Allerbio AB 
(Varennes-en-Argonne, France). 
PCG (0.6 - 5 !m) were isolated from Phleum pratense pollen by osmotic shock in pure water 
followed by filtration, centrifugation and two washes in distilled water. PCG were 
resuspended in saline solution. They were counted with a particle counter (Z3 multisizer, 
Beckman Coulter). 
3. Sensitization and challenge of the rats 
Animals were anesthetized by an intramuscular injection of a mixture of ketamine 
hydrochloride (0.5 mg/kg body weight), atropine (0.1 mg/kg body weight) and xylazine 
(1 mg/kg body weight).  
Sensitization at day 0 and challenge at day 21 were performed by intratracheal instillation of 
150 !L of pollen grains (0.5 mg/rat) and / or PCG (4.5 x 10
7
/rat) in aqueous suspension used 
as allergen sources.  
For allergic combined effects, 2 groups were studied (Table 1). Rats of the “pollen-PCG” 
group were sensitized with pollen and challenged with PCG. Rats of the “PCG-pollen” group 
were sensitized with PCG and challenged with pollen. For a comparison to the previous 
groups, two other groups were also studied. In these groups, sensitization and challenge were 
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performed with the same aeroallergen: “Pollen group” rats sensitized and challenged with 
only pollen grains and “PCG group” rats sensitized and challenged with only PCG. A last 
group served as negative control (NC): animals received only saline solution (Table 1). 
Table 1: Experimental design 
Allergen sources 
Group N*  
Sensitization – day 0 Challenge – day 21 
Negative Control 
 
6 NaCl 0.9% 
Pollen 6 Pollen grains 
PCG 6 Isolated PCG 
Pollen-PCG 6 Pollen grains Isolated PCG 
PCG-Pollen 6 Isolated PCG Pollen grains 
*: number of rats per group. Total rats studied: 30. 
4. Autopsy 
At day 25, rats were anaesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (150 mg/kg 
body weight). They were exsanguinated by cutting the inferior Vena Cava after blood taking. 
Bronchoalveolar Lavage (BAL) fluids, blood samples and bronchial lymph nodes were 
collected. 
5. Serum sample 
After collection, blood was kept at 4 °C for about 2-4 h for clotting. The blood samples were 
then centrifuged for 10 min at 2000 x g at 4 °C. Serum was removed and stored in 500 !L 
aliquots at – 80 °C until use. 
6. Bronchoalveolar Lavage fluid (BALF) 
Lungs were washed 3 times with 10 ml of PBS (pH 7.2). Fluid collected from the BAL of 
each animal was centrifuged at 150 x g for 10 min. 
Different parameters were studied in BALF: 
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BALF alveolar cells were counted and then isolated by centrifugation (300 rpm, 5 min). Cell 
differential counts were performed after May-Grünwald Giemsa cytospin slide preparation. 
Cell-free BALF was concentrated using Amicon Ultra tubes® (Millipore) until the volume is 
equal to 1 ml and, after that, protein concentrations were determined by Lowry method 
(Lowry, 1951). 
Cytokines were quantified in concentrated BALF, firstly, using bio-plex kit for IL-1!, IL-1", 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN! and TNF" (Cat n°: 171K11070, Biorad, France) and, secondly, 
rat cytokine multiplex immunoassay kit for IL-5, IL-13 and Rantes (Cat n° RCYTO-80k-04, 
Linko, Millipore, France) according to the manufacturer’s instructions. 
7. ELISA for specific anti-timothy pollen IgE and IgG1 
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed in serum according to 
previous studies of our team. [9, 10, 15] 
8. Bronchial Lymph Node Cell Assay 
The bronchial lymph node assay previously described [15] has been slightly modified. 
Briefly, isolated lymph nodes cells were incubated, with and without allergen sources (Pollen: 
100 #g/mL; PCG: 9 x 10
6
 PCG/mL), for 3 days in humidified atmosphere. Then, cells were 
incubated 24 h with 10 µl/well [
3
H]-thymidine (Amersham, Buckinghamshire, UK, 
37 kBq/ml) and harvested for scintillation counting in a "-plate counter (1205 Betaplate
TM
 
Wallac, Turku, Finland) to measure cell proliferation. T-cell reactivity was expressed as 
counts per minute (cpm). 
9.  Statistical analysis 
The results of all studied parameters are expressed as means ± SEM. For statistical analysis, 
the non-parametric tests (Kruskall-Wallis and Mann-Whitney) were used. The results were 
considered significant when a p-value < 0.05 was found. 
Results 
1. Pollen-specific IgE and IgG1 levels in rat sera 
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In contrast to NC group, pollen grains induced high increase of IgE and IgG1 levels in sera 
and PCG lower levels for these two immunoglobulins. In both cases, these increases were 
statistically significant. (Figure 1 A and B) 
Compared to NC group, pollen-PCG rats’ group had a significantly high IgE and IgG1 levels. 
Rats sensitized with pollen and challenged with PCG presented significantly lower IgE and 
IgG1 levels than pollen group. Pollen-PCG and PCG groups presented no significant 
difference for IgE and IgG1 levels. (Figure 1 A and B) 
Compared to NC group, PCG-pollen rats’ group had statistically significant high IgE and 
IgG1 levels. Rats sensitized with PCG and challenged with pollen presented significantly 
lower IgE and IgG1 levels than pollen group. IgE and IgG1 levels on rats sensitized with PCG 
(PCG-pollen and PCG groups) had no significant difference. (Figure 1 A and B) 
Figure 1: Timothy grass pollen specific 
IgE and IgG1 levels in sera (Mean ± 
SEM). NC: negative control group; 
pollen: rats sensitized and challenged 
with 0.5 mg of pollen; PCG: rats 
sensitized and challenged with 
4.5 x 10
7 
PCG; Pollen-PCG: rats 
sensitized with 0.5 mg of pollen and 
challenged with 4.5 x 10
7 
PCG; PCG-
pollen: Rats sensitized with 
4.5 x 10
7 
PCG and challenged with 
0.5 mg of pollen. *: significantly 
different to NC (p<0.05); #: 
significantly different to pollen group 
(p<0.05). (A): ELISA performed for 
IgE measures; (B): ELISA performed 
for IgG1 measures. 
2. Protein concentrations in BALF  
In contrast to NC group, pollen grains and PCG increased significantly the protein 
concentrations in BALF (Table 2). The ratio of this parameter between pollen and NC groups 
was 2.7/1 and it was 2.8/1 between PCG and NC groups. 
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Rats sensitized with pollen grains and challenged with PCG (pollen-PCG group) presented 
significantly higher protein concentrations in comparison of NC group. The ratio of protein 
concentrations between pollen-PCG and NC groups was 3.4/1. The protein concentrations on 
Pollen-PCG rats’ group were higher than those obtained on pollen and PCG groups, but not 
statistically significant. (Table 2) 
Identical results, concerning protein concentrations, were observed on PCG-pollen group. The 
protein concentrations on PCG-pollen group were significantly higher than those of NC 
group. The ratio of protein concentrations between PCG-pollen and NC groups was 3.7/1. In 
contrast to pollen and PCG groups, rats sensitized with PCG and challenged with pollen 
grains presented increases of protein concentrations, but these increases were no statistically 
significant. 
3. Cytokines in BALF 
Th1 cytokines studied were: IL-2, Il-6, IL-10, IFN! and TNF". (Table 2) 
In contrast to NC group, pollen induced significantly increases of several Th1 cytokine levels: 
IL-6, IL-10, IFN! and TNF". Moreover, PCG increased these 4 Th1 cytokine levels compared 
to NC group, but the increase levels were statistically significant for IL-10 and TNF!  only. 
For these two groups (pollen and PCG), the increase levels of IL-2 were not statistically 
significant.  
Rats sensitized with pollen and challenged with PCG presented increases of all Th1 cytokine 
levels compared to NC group, but these increases were statistically significant for only IL-10 
and TNF!  levels. Although pollen-PCG group had lower IL-6 and IFN! levels in BALF than 
those of pollen group, no statistically significant difference was showed. Pollen-PCG group 
had an identical Th1 cytokine profile than those of PCG group. 
Compared to NC group, PCG-pollen group showed increases of all Th1 cytokine levels, but 
these increases were statistically significant for only IL-10 and TNF!  levels. Rats sensitized 
with PCG and challenged with pollen grains presented lower IL-6 and IFN! levels and higher 
IL-2 levels when compared to PCG group. But these differences were no statistically 
significant. Moreover, for the Th1 cytokine levels, no significant difference was observed 
between PCG-pollen and PCG groups. 
Th2 cytokines studied were: IL-4, IL-5, IL-13 and Rantes. (Table 2) 
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In contrast to NC group, pollen grains induced increases of all Th2 cytokine levels, but the 
increases observed were not statistically significant. PCG let increase also all Th2 cytokine 
levels; significant increases were observed for IL-5, IL-13 and Rantes levels. 
Pollen-PCG rats’ group presented increases of all Th2 cytokine levels, but these increases 
were statistically significant for only IL-5 and Rantes  levels. Pollen-PCG group presented 
significant increase of Rantes levels in BALF compared to those of pollen group. Although 
pollen-PCG group presented lower IL-5 and IL-13 levels than those obtained on PCG group, 
no statistically significant difference was showed.  
Compared to NC group, PCG-pollen group presented increases of all Th2 cytokine levels. 
Significant increases were observed for IL-5, IL-13 and Rantes levels. Rats sensitized with 
PCG and challenged with pollen grains presented higher Th2 cytokine levels, but, for increase 
of Rantes, it  was the only one to be statistically significant. PCG-pollen rats’ group showed 
higher IL-5 levels than those obtained on PCG group, but this increase was not statistically 
significant. 
The Th2/Th1 ratio, allowing a more synthetic appreciation between Th2 and Th1 cytokine 
levels, was calculated. (Table 2)  
 
In contrast to NC group, pollen induced a small, not statistically significant, decrease of the 
Th2/ Th1 ratio. However, PCG significantly increased this ratio compared to NC group. 
Rats sensitized with pollen grains and challenged with PCG (pollen-PCG group) presented no 
significant difference of Th2/Th1 ratio in comparison of NC group. Th2/Th1 ratio on pollen-
PCG group was higher, but no significant, in comparison to pollen group. Pollen-PCG group 
had significantly lower values of Th2/Th1 ratio in comparison to PCG group. 
PCG-pollen group presented significantly higher Th2/Th1 ratio than those obtained in NC and 
pollen groups. PCG-pollen showed also a higher Th2/Th1 ratio than the PCG group, but this 
difference was no statistically significant. 
Other cytokines were also studied: IL-1! and IL-1". (Table 2) 
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Table 2: Protein concentrations and cytokine levels (Mean ± SEM) in BALF. 
 NC Pollen PCG Pollen-PCG PCG-Pollen 
Protein (mg/mL) 0.66 ± 0.09 1.79 ± 0.19 * 1.85 ± 0.27 * 2.23 ± 0.18 * 2.44 ± 0.30 * 
Th1 cytokines (pg/mL) 
IL-2 1.3 ± 0.7 2.8 ± 1.0 2.2 ± 0.6 2.4 ± 0.7 4.4 ±1.3  
IL-6 21 ± 8 98 ± 20 * 55 ± 18 50 ± 10 74 ± 21  
IL-10 4.4 ± 2.7 17.0 ±3.8 * 18.6 ± 4.9 * 17.7 ± 3.3 * 18.4 ± 6.3 * 
IFN!  6.9 ± 5.7 41.8 ± 11.9 * 16.6 ± 6.0 18.2 ± 4.7 24.2 ± 9.4 
TNF"  12 ± 8 71 ± 11 * 72 ± 11 * 69 ± 18 * 86 ± 20 * 
Th2 cytokines (pg/mL) 
IL-4 11.3 ± 7.3 18.4 ± 7.2 22.5 ± 9.6 17.7 ± 8.7 (28.9) (1) 
IL-5 13 ± 6 142 ± 51 316 ± 110 * 131 ± 31 * 655 ± 226 * 
IL-13 14.5 ± 6.0 43 ± 9.6 61.0 ± 21.4 * 32.7 ± 6.4  51.3 ± 14.7 * 
Rantes 6.8 ± 1.8 9.9 ± 2.2 22.4 ± 3.1 *# 26.1 ± 2.2 *# 31.4 ± 4.8 *# 
Th2/Th1 ratio (2) 1.00 ± 0.25 0.92 ± 0.23 2.57 ± 0.52 *# 1.19 ± 0.01 + 3.70 ± 0.32 *# 
Other cytokines (pg/mL) 
IL-1"  4.8  ± 1.9 8.4  ± 1.8 9.9  ± 1.5 19.9  ± 1.7 *#+ 27.7  ± 6.1 *#+ 
IL-1#  120 ± 20 186  ± 31 257  ± 40 * 627  ± 62 *#+ 645 ± 114 *#+ 
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NC: negative control group; pollen: rats sensitized and challenged with 0.5 mg of pollen; PCG: rats 
sensitized and challenged with 4.5 x 10
7 
PCG; Pollen-PCG: rats sensitized with 0.5 mg of pollen and 
challenged with 4.5 x 10
7 
PCG; PCG-pollen: Rats sensitized with 4.5 x 10
7 
PCG and challenged with 
0.5 mg of pollen. .*: significantly different to NC (p<0.05); #: significantly different to pollen group 
(p<0.05); +: significantly different to PCG group (p<0.05). 
(1) In this group, a single rat presented IL-4 in BALF.  
(2)Th2/ Th1 ratio = (IL-4 + IL-5 + IL-13 + Rantes) / (IL-2 + Il-6 + IL-10 + IFN! + TNF").  
Compared to NC group, pollen grains induced increases of IL-1! and IL-1" levels in BALF, 
but these increases were not statistically significant. Moreover, PCG group presented higher 
IL-1! and IL-1" levels than NC group and the increase was statistically significant only for 
IL-1". 
Rats sensitized with pollen grains and sensitized with PCG (pollen-PCG group) presented a 
significantly higher IL-1! and IL-1" levels than those obtained on NC, pollen and PCG rats’ 
groups. 
Identical results were observed on the PCG-pollen group rats for which levels of IL-1! and 
IL-1" were significantly higher than those obtained on NC, pollen and PCG rats’ groups. 
4. Alveolar cells in BALF 
Pollen and PCG groups presented a significantly higher macrophage, eosinophil and 
neutrophil numbers in BALF than the NC group. But for PCG group only, lymphocyte 
numbers was significantly higher than NC. (Figure 2) 
Compared to NC group, pollen-PCG group had statistically significant high macrophage, 
eosinophil, lymphocyte and neutrophil numbers. Rats sensitized with pollen and challenged 
with PCG presented significantly higher lymphocyte number than those of the pollen group. 
Pollen-PCG and PCG groups presented no significantly difference for all alveolar cell 
numbers in BALF. (Figure 2) 
Compared to NC group, PCG-pollen group had significantly high macrophage, eosinophil, 
lymphocyte and neutrophil numbers. Rats sensitized with PCG and challenged with pollen 
presented significantly higher lymphocyte numbers than those of pollen group. All alveolar 
cell numbers on rats sensitized with PCG (PCG-pollen and PCG groups) had no statistically 
significant difference. (Figure 2) 
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Figure 2: Alveolar cells (Mean ± SEM) in BALF. Macrophages, eosinophils, lymphocytes and 
neutrophils were counted. NC: negative control group; pollen: rats sensitized and challenged with 
0.5 mg of pollen; PCG: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7 
PCG; Pollen-PCG: rats 
sensitized with 0.5 mg of pollen and challenged with 4.5 x 10
7 
PCG; PCG-pollen: Rats sensitized with 
4.5 x 10
7 
PCG and challenged with 0.5 mg of pollen. *: significantly different to NC (p<0.05); #: 
significantly different to pollen group (p<0.05). 
5. Lymph node cell proliferation induced by pollen or PCG  
After in vitro addition of pollen grains pollen (100!g/mL; Figure 3 A) or PCG 
(9 x 10
6
 PCG/mL; Figure 3 B), rats sensitized and challenged with pollen grains (pollen 
group) presented a significantly higher lymph node cell proliferation than those of the NC 
group. Moreover, PCG group had significant increases of lymph node cell proliferation in 
comparison to NC group. (Figure 3) 
In both cases, rats sensitized with pollen grains and challenged with PCG (pollen-PCG group) 
presented significantly higher proliferation than NC group’s ones. The proliferative responses 
on pollen-PCG and pollen groups presented no significant difference. Identical proliferations 
of the lymph node cell were found between pollen-PCG and PCG groups. (Figure 3) 
PCG-pollen group, after in vitro addition of pollen grains pollen or PCG, presented 
significantly higher proliferation than NC group. In contrast to the pollen-PCG group, the 
Chapitre 3 : Étude expérimentale 
 
 
- 133 - 
 
PCG-pollen rats’ group showed significantly lower lymph node cell proliferation than those 
obtained on pollen and PCG groups. (Figure 3) 
Figure 3: Pollen and PCG-induced proliferation 
of lymph node. Cells from NC, pollen or PCG-
sensitized rats were cultured with [
3
H]-
thymidine in the presence of 100 !g of pollen 
(A) and 9 x 10
6
 PCG (B). CPM: thymidine 
incorporation by antigen-stimulated cells; 
CPM0: thymidine incorporation in control cells. 
NC: negative control group; pollen: rats 
sensitized and challenged with 0.5 mg of pollen; 
PCG: rats sensitized and challenged with 
4.5 x 10
7 
PCG; Pollen-PCG: rats sensitized with 
0.5 mg of pollen and challenged with 
4.5 x 10
7 
PCG; PCG-pollen: Rats sensitized 
with 4.5 x 10
7 
PCG and challenged with 0.5 mg 
of pollen. .*: significantly different to NC (p<0.05); #: significantly different to pollen group (p<0.05); 
+: significantly different to PCG group (p<0.05). 
Discussion  
In this study, combined allergic effects between timothy grass pollen grains and their PCG 
were performed by evaluation of allergy (humoral and cellular responses) and inflammatory 
parameters on Brown Norway rats, a good animal model for pollen allergy [16]. In parallel, 
allergic and inflammatory responses of these combined effects were compared to those 
obtained on rats sensitized and challenged with only one aeroallergen source, pollen grains or 
PCG. 
Our finding showed that combined effects between pollen and PCG induce humoral 
responses. Previous studies showed that PCG as well as pollen grains induced humoral 
responses on Brown Norway rats [9, 10, 15], when each aeroallergen source was used for 
both sensitization and challenge. PCG can also trigger IgE-mediated reactions in grass pollen-
sensitive patients. [4] 
Humoral responses on either allergic pollen-PCG and PCG-pollen groups were influenced 
mainly by PCG. On these groups (pollen-PCG and PCG-pollen groups), the IgE and IgG1 
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levels were not different to those obtained on PCG rats’ group, but they were lower than those 
obtained on pollen group. The difference of the quantity and quality of allergens present on 
isolated PCG versus whole pollen grains could explain the difference between allergic 
combined effects groups and pollen group (Figure 4). Indeed, solution of whole pollen 
contains water-soluble and water-insoluble allergens from pollen grains, free-cytoplasmic 
pollen allergens and water-soluble and water-insoluble allergens from PCG [17, 18]. PCG 
solution contains mainly water-insoluble allergens from PCG with few water-soluble 
allergens of pollen grains and PCG. 
Figure 4: Sschematic view summarizing the potential content and availability of water-soluble (WS) 
and water-insoluble (WIS) allergens from grass pollen grains and their PCG used to immunize Brown 
Norway rats by intratracheally instillation. ! Water-insoluble allergens of pollen; ! Water-insoluble 
allergens of pollen; " Water-insoluble allergens of PCG; "Water-soluble allergens of PCG;    Free-
cytoplasmic pollen allergens. 
Therefore, a loss of water-soluble allergens could arise from PCG washing steps (data not 
shown). We can also consider the fact that after one sensitization and a single challenge, 
humoral responses on combined effects’ groups seem to be influenced by the aeroallergen 
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source that induced the lowest responses. In this study the allergen source  inducing the 
lowest responses was PCG. 
As humoral responses, combined effects between PCG and pollen induced cellular responses, 
but these responses varied according to the different parameters studied. 
For all immunized animals on pollen grains and/or PCG, a higher proliferation of lymph node 
cells was observed when compared to those of NC group. In the present study, the T-mediated 
cell responses were non similar: the animals sensitized to pollen grains and challenged by 
PCG have globally an identical profile compared to the rats immunized only either to pollen 
or PCG. On the other hand, with the inverse protocol (meaning first sensitization by PCG and 
second step challenge by pollen grains), a less important lymph node cell proliferation was 
obtained than in only pollen or PCG groups. In vitro, after addition of PCG or pollen grains, 
our team already showed a similar proliferation of lymph node cell of pollen and PCG-
sensitized rats. [9, 10, 15] Our finding reveals that both combined effects induce an increase 
of eosinophils and lymphocytes in BALF in contrast to NC group.  
BALF eosinophil levels were similar on all immunized rats. Our results are similar on this 
point to other previous studies. Mice sensitized with pollen and challenged with PCG 
presented an accumulation of eosinophils in the peribronchial area [19]. Moreover, Wark et al 
[20] showed that thunderstorm asthmatic patients, for whom asthma is suspected to be caused 
by PCG, presented higher sputum eosinophils than the non-thunderstorm ones. On the other 
hand, in our study, sensitization and/or challenge with PCG (PCG, pollen-PCG and PCG-
pollen groups) induce in BN rats a greater lymphocyte levels in BALF than for pollen group’s 
ones. In humans, only patients with severe asthma and in asthma related deaths presented 
lymphocyte infiltrations in the bronchial walls [21]. 
In this study, among Th2 cytokines, IL-4 levels in sensitized rats were not significantly 
different to what has been obtained in NC group. In contrast to IL-4, the sensitization with 
PCG (PCG and PCG-pollen groups) induced an increase of IL-5 and IL-13 levels in BALF 
when compared to NC group, but rats sensitized with pollen (pollen and pollen-PCG groups) 
presented no significantly difference for IL-5 and IL-13 with NC group. Used in whatever 
sensitization and/or challenge (PCG, pollen-PCG and PCG-pollen groups), PCG increased 
Rantes levels in BALF. In allergic patients, some studies showed that, in BALF, IL-5 and IL-
13, but not IL-4 levels were increased when compared to healthy patients [22-24]. Asthmatics 
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presented also an increase of Rantes level in BALF during the pollen season compared to 
their Rantes level measured before pollen season [25]. Moreover, asthmatic patients but not 
seasonal allergic rhinitis patients have increased levels of Rantes in sputum compared to 
healthy subjects. [26]. 
The increase of Th2 cytokines/Th1 cytokines ratio and the IL-5 and IL-13 levels in the BALF 
of rats that were sensitized with PCG (PCG and PCG-pollen groups) suggest that the 
sensitization step was an important factor in allergic reaction. As a matter of fact, the increase 
of Rantes and lymphocytes on rats sensitized and /or challenged with PCG suggests that 
cross-reaction groups seem to be influenced mainly by PCG. Moreover, PCG could induce 
asthma when, on the contrary, whole pollen is more implicated in hay fever triggering. This 
hypothesis is supported by other studies on allergic/asthmatic patients [4, 27]. 
Combined effects between pollen grains and PCG induced inflammation on Brown Norway 
rats.  
Compared to pollen and PCG group, pollen-PCG and PCG-pollen groups presented identical 
macrophage and neutrophil numbers and Th1 cytokine levels in BALF. In this work, other 
inflammatory parameters, such as protein concentrations, IL-1! and IL-1" levels in BALF, 
lead to believe that combined effects between pollen grains and PCG induced a stronger 
inflammation than those obtained with pollen or PCG. The presence of NAD(P)H oxidase 
[19, 28] and (1! 3)-"-glucan [29], in pollen grains and PCG, could explain airways 
inflammation. 
In conclusion, different elements of our study give several tracks for a better understanding of 
the allergic combined effects between pollen grains and PCG issued from Phleum pratense. 
Even if only currently based on timothy grass pollen grains, this new approach combining,  
for the first time, pollen and PCG for immunization allows seeing that multiple joint contacts 
with pollen and PCG can lead, at least on BN rats, to specific IgE responses and, more 
globally, inflammatory phenomena. For humoral and cellular allergic responses, combined 
effects between the 2 aeroallergens sources used in this study seem to be influenced mainly 
by PCG. But combined effects seem to induce a stronger inflammation than pollen or PCG 
when they are used for both sensitization and challenge. 
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Abstract 
Background: Pollen is one of the most important aeroallergens vectors in Europe. Under some 
atmospheric conditions, pollen grains can release pollen cytoplasmic granules (PCG). These particles 
could be washed or non-washed respectively with or without the effects of rainfall. Some studies 
showed that washed PCG might induce allergic responses, in vivo and in vitro. Alternatively, 
proteomic studies focused, till now, mainly on water-soluble proteins, but water-insoluble allergens 
could also cause allergic symptoms. 
Objective: To assess allergenic potential of washed and non-washed PCG (w-PCG and nw-PCG, 
respectively), from Phleum pratense pollen grains, on Brown Norway rat, and to study IgE reactivity, 
of sensitized rats’ sera, against water-soluble and water-insoluble extracts of PCG and pollen grains. 
Methods: Rats were sensitized (day 0) and challenged (day 21) intratracheally with three sources: 
either w-PCG or nw-PCG or pollen grains. At day 25, blood, bronchial lymph node and 
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were collected. Using water-soluble and water-insoluble extracts 
of pollen grains and/or PCG, IgE ELISA and 1 D immunoblotting were performed with rats’ sera. 
Proliferation of lymph node cells were monitored by [
3
H]-thymidine incorporation in a lymph node 
assay. Alveolar cells, proteins as well as Th1 and Th2 cytokines were quantified in BALF.  
Results: Rats sensitized with nw-PCG presented higher sera IgE levels and higher IgE reactivity, 
against water-soluble and –insoluble proteins separated by IEF, than the 2 other sensitized groups. 
Lymph node cell proliferation presented different profiles, when adding in vitro pollen or both PCG 
types, with lower responses for cells from nw-PCG-sensitized rats. On the one hand, in BALF, the 
increase of eosinophils, lymphocytes and Th2 cytokines was notable on w-PCG sensitized rats, when, 
on the other hand, Th1 cytokines increased on both nw-PCG and pollen groups. 
Conclusion: Allergic and inflammatory responses were induced by both grass pollen grains and their 
isolated PCG. Water-soluble and water-insoluble extracts of PCG, as well as whole pollen, were 
symptoms inducers and presented non-similar response patterns. Different groups of allergens might 
be involved in both humoral and cellular allergic responses. 
Keywords: Allergenicity, Pollen Cytoplasmic Granules, pollen; water-soluble allergens; Water-
insoluble allergens. 
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Introduction  
Grass pollen is quantitatively one of the most important aeroallergens vectors in Europe. It is 
a major cause of allergic reactions including conjunctivitis, rhinitis and other upper as well as 
lower respiratory tracts problems occurring during the flowering season of different grasses. 
Since 40 years, the frequency of symptoms of allergic diseases has dramatically increased, 
especially for children and people living in urban areas. Several factors are contributing to 
such increase, among which airborne pollutants – from gaseous and particulate emissions – 
take now a growing place. (1) 
Airborne pollen grains can release hundreds small particles called pollen cytoplasmic 
granules (PCG) (2, 3). These particles can be present in atmospheric samples taken during the 
pollen season, and some studies showed a 50-fold increase in atmospheric concentration on 
days following rainfall (3, 4). In the same way, airborne pollutants could modify the pollen 
grains structurally and so, could increase the release of PCG in atmosphere (5).  
The small size of the PCG (less than 3 microns in diameter) and their atmospheric 
concentrations, in particular on days following rainfall, led several research groups to study 
the allergic potential of these particles. PCG elicited IgE-mediated responses in asthmatic 
patients and induced a bronchial constriction in patients with rainfall-associated asthma (6). In 
vivo studies showed that PCG induced, as well as pollen grains, humoral and cellular 
responses on animal models of allergy (7-11). Moreover, in vitro, PCG increased 
inflammatory responses on bronchial epithelial human cells and rat macrophages (9, 12). All 
these studies were performed with washed PCG in order to preserve only PCG allergens. But, 
in the real atmospheric conditions, washed or non-washed PCG could be present in the 
atmosphere respectively with or without rainfall. 
In molecular allergy studies, several water-soluble pollen allergens have been found in PCG 
by immunogold labeling and western blot studies, such as Lol p 1b and Lol p 5 for rye grass, 
Phl p 4, Phl p 5, Phl p 6 and Phl p 13 for timothy grass (13-17). In pollen grains and PCG, 
present in the urban environments, some water-soluble proteins are extracted by rain. By the 
way, in such cases, most of the remaining proteins are water-insoluble. Furthermore, 
proteomic studies have focused mainly on water-soluble proteins, but water-insoluble proteins 
could be also responsible for allergy (18). It is known that some major allergens are water-
insoluble proteins like those of rubber, Hev b 1 and Hev b 3, by instance (19). 
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For these different reasons, the purpose of our work was to provide results on the allergenicity 
of both washed and non-washed PCG from Phleum pratense pollen grains. From several 
decades, allergy responses have been studied on the Brown Norway rat, a good animal model 
of allergy (20-23). Brown Norway rats have been used since some years by our team (7, 8, 10, 
11). 
Among allergic responses, humoral and cellular responses were studied. Humoral signal has 
been performed by IgE ELISA and 1 D immunoblotting, using water-soluble and water-
insoluble extracts of pollen grains and/or PCG. For assessing cellular responses, lymph node 
assay, BALF eosinophils and lymphocytes counting as well as BALF Th2 cytokine 
quantifications were used. Inflammation assessment was performed on other BALF 
parameters.  
Methods 
1. Animals 
Six-week-old male Brown Norway (BN) rats were obtained from Charles River Laboratories 
(France). Animals were housed in the INERIS animal-care unit, a facility accredited by the 
Departmental Direction of Veterinary Services. They had free access to conventional 
laboratory feed and water. They were handled in accordance with French State Council 
guidelines for the care and use of laboratory animals and experiments were approved by the 
Institutional Animal Care and Use Comity at the INERIS. 
2. Pollen and PCG 
Pollen grains from Timothy grass (Phleum pratense) were obtained from Allerbio AB 
(Varennes-en-Argonne, France).  
Pollen grains (15 - 60 !m, average ø ~ 31 !m), suspended in saline solution, were used for 
rats’ immunization. The water-soluble pollen extract (ws-Pol) was prepared according to 
Mahler et al (24) for using IgE ELISA or to Rogerieux et al (25) for using isoelectric focusing 
(IEF). The water-insoluble pollen extract (wi-Pol) was performed according to Godfrin et al 
(26). 
Pollen Cytoplasmic Granules or PCG (0.6 - 5 !m, average ø ~ 1.1 !m) were isolated from 
Phleum pratense pollen by osmotic shock in pure water. These PCG were called non-washed 
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PCG. Washed-PCG were also performed by filtration, centrifugation and twice washing in 
distilled water of the initial non-washed PCG. Washed and non-washed PCG were 
resuspended in saline solution. Size and counting of particles (pollen and PCG) were 
performed (Z3 multisizer, Beckman Coulter). Washed and non-washed PCG were used for 
rats’ immunization. 
The water-soluble PCG extract (ws-PCG) correspond to the supernatant of the second wash of 
PCG. Before IEF, this extract was 10 times concentrated. The water-insoluble PCG extract 
(wi-PCG) was performed after six extensive washes of PCG, followed by an addition of TUC 
mixture (2 mol l
-1
 of thiourea, 7 mol l
-1
 of urea and 5 % (w/v) CHAPS). PCG extracts (ws-
PCG and wi-PCG) were used for IEF. 
3. Sensitization, challenge and autopsy of the rats 
Rats were immunized following the protocol already described (7) . Briefly, rats were 
anesthetized and, using a cannula, intratracheally instillated with a suspension of allergens at 
day 0. This was repeated at day 21 for the challenge. Allergen sources used were pollen grains 
(0.5 mg/rat), washed-PCG (4.5 x 10
7
/rat) or non-washed-PCG (4.5 x 10
7
/rat). Negative 
control animals (NC) were instillated with saline solution.  
Rats were sacrificed 4 days after challenge. Blood samples, bronchoalveolar lavage (BAL) 
fluids and bronchial lymph nodes were collected. 
4. Serum sample 
After collection, blood samples were kept at 4 °C for clotting (2-4 h) and they were then 
centrifuged 10 min at 2000 x g at 4 °C. Serum was removed and stored in 500 !L aliquots at – 
80 °C until use. 
5. ELISA for specific anti-timothy pollen IgE 
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed in serum, using ws-Pol and 
wi-Pol, according to the pollen-DIG protocol previously described (11) with slight 
modifications. Briefly, 1:500 diluted mouse anti-rat IgE antibodies (Zymed) were used to coat 
96-well microliter plates. After washing and saturation of the wells with 1 % (w/v) skimmed 
milk powder solution, rat sera were added to the wells (in duplicate) at the proper dilution 
(1:2), incubated for 1 h at 37 °C. After washing, wells were incubated with the pollen extracts 
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(ws-Pol and wi-Pol) (dilution 1:800) and after a next washing step, a horseradish peroxidase 
conjugated anti-DIG antibody was added (dilution 1:625, Roche Diagnostics). The amount of 
IgE and IgG1 was measured by adding peroxidase substrate and reading the absorbance 
values at 450 nm with a multichannel photometer (Tecan). 
6. IEF and immunoblot 
Pollen and PCG extracts were submitted to an isoelectrofocusing (IEF) separation performed 
in a polyacrylamide gel (CleanGel™ IEF, GE Healthcare) containing 5% v/v Servalyt® pH 
2–11 (Serva, Heidelberg, Germany) in water or TU mixture (2 M of Thiourea, 7 M Urea) for, 
water-soluble and water-insoluble extracts, respectively. According to the manufacturer's 
instructions, the flat bed electrophoretic chamber (Multiphor II, GE Healthcare) was cooled at 
15 °C for water soluble extracts (ws-Pol and ws-PCG) and 18 °C for water insoluble extracts 
(wi-Pol and wi-PCG). After the protein separation, a part of the gel was stained with 
Coomassie Blue. Isoelectric point standards (pI) from 4.45 to 9.6 (BioRad) were used as 
references. 
After IEF separation, proteins of each extract were blotted by pressure (for 1 h at 22 °C) onto 
a PVDF sheet (pore size 0.2 µm; Immobilon™, Millipore), covered by several dry sheets of 
Whatman filter paper, a glass plate and a 1-kg weight. PVDF sheets were cut into strips 
(2.5 mm of width) to be used for the immunodetection. PVDF strips were saturated in milk 
powder solution (5 % w/v in PBS - Tween 0.1 %) for 1 h at room temperature. and then 
incubated 1 h with individual rats’ sera. Three of them were used in each group (dilution 1:5 
and an additional dilution 1:100 for wi-Pol). At the next steps, strips were incubated with a 
mouse anti-rat IgE antibody (dilution 1:500; Zymed) and then incubated with an alkaline 
phosphatatse-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (Sigma). Finally, strips were revealed, 
in the same time (2 x 30 min), with alkaline phosphatase substrates, 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate (BCIP) and nitroblue tetrazolium (NBT) (Sigma Biochemicals). Three 5-
min washes were performed with PBS - Tween between each incubation step. 
7. Bronchoalveolar Lavage fluid (BALF) 
Lungs were flushed in situ with 3 x 10 mL of a sterile PBS solution (phosphate buffer saline, 
pH 7.2). Fluid collected from the BAL of each animal was centrifuged at 150 x g for 10 min. 
Pellets were used for alveolar cells counting and supernatants were used for quantification of 
proteins and cytokines. 
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8. BALF alveolar cells 
The collected alveolar cells (9–20 !m) were counted with Z2™ Coulter Counter® (Beckman 
Coulter) and applied to a slide by centrifugation using a Shandon Cytospin 2 (Pittsburgh, PA) 
at 150 g for 5 min. Cell differential counts were performed after May-Grünwald Giemsa 
staining and a minimum of 400 cells were counted per slide. Macrophages, eosinophils, 
lymphocytes, neutrophils were present in BALF. 
9. Proteins and cytokines in BALF 
Cell-free BALF was concentrated using Amicon Ultra tubes® (Millipore) until the volume 
was equal to 1 ml. 
The protein concentrations were determined by Lowry method (27). 
Cytokines were quantified in concentrated BALF, firstly, using bio-plex kit for IL-1!, IL-1", 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, GM-CSF, IFN" and TNF# (Cat n°: 171K11070, Biorad, France) and, 
secondly, rat cytokine multiplex immunoassay kit for IL-5, IL-13, Eotaxin and Rantes (Cat n° 
RCYTO-80k-04, Linko, Millipore, France) according to the manufacturer’s instructions. 
10. Bronchial Lymph Node Cell Assay 
The bronchial lymph node assay previously described (11) has been slightly modified. 
Briefly, isolated lymph nodes cells were incubated, with and without allergen sources (Pollen: 
10 !g/mL; w-PCG: 9 x 10
5
 PCG/mL and nw-PCG: 9 x 10
5
 PCG/mL), for 3 days in 
humidified atmosphere at 37 °C. Then, cells were incubated 24 h with 10 µl/well [
3
H]-
thymidine (Amersham, 37 kBq/ml) and harvested for scintillation counting in a "-plate 
counter (1205 Betaplate
TM
) to measure cell proliferation. T-cell reactivity was expressed as 
counts per minute (cpm). 
11. Statistical analysis 
The results of all studied parameters are expressed as means ± SEM. For statistical analysis, 
the non-parametric tests (Kruskall-Wallis and Mann-Whitney) were used. The results were 
considered significant when a p-value < 0.05 was found. 
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Results 
1. Pollen-specific IgE levels in rats’ sera  
Water-soluble pollen extract: In contrast to NC group, w-PCG and nw-PCG induced 
significant increase of IgE levels in rats’ sera. Compared to pollen group, w-PCG sensitized 
rats had a significantly low IgE level but nw-PCG group had a significantly high IgE level. 
Rats sensitized with nw-PCG present a significantly higher IgE level in sera than those 
sensitized with w-PCG. (Table 1) 
Water-insoluble pollen extract: In contrast to NC group, w-PCG presented no significant 
difference, but nw-PCG induced increase of IgE levels in sera. Rats sensitized with nw-PCG 
presented a significantly higher IgE level than those of the pollen group, which presented 
higher IgE level than w-PCG group’s ones. As for ws-Pol, nw-PCG increased more the IgE 
level than w-PCG. (Table 1)  
Table 1: Timothy grass pollen specific IgE levels in rats’ sera (Mean ± SEM). IgE absorbance (at 
450 nm) was measured by ELISA, using a water-soluble (ws) and water-insoluble (wi) pollen extracts. 
Treatment group NC w-PCG nw-PCG Pollen grains 
ws-Pol  0.08 ± 0.002 0.38 ± 0.12 *# 2.73 ± 0.23 *# 0.93 ± 0.11 * 
wi-Pol  0.05 ± 0.01 0.08 ± 0.02 # 0.44 ± 0.06 * 0.15 ± 0.04 *# 
NC: negative control group; w-PCG: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7
 washed PCG; nw-
PCG: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7
 non-washed PCG; pollen: rats sensitized and 
challenged with 0.5 mg of pollen. *: significantly different to NC (p<0.05); #: significantly different to 
pollen group (p<0.05). 
IgE levels in ws-Pol were 5 and 6 times higher than those found in wi-Pol, for w-PCG and 
nw-PCG sensitized rats respectively. Pollen-sensitized rats presented the same ratio than the 
nw-PCG sensitized rats. 
2. IgE reactivity against proteins from different extracts  
2.1. Pollen extracts  
Water-soluble pollen extract (Figure 1 A): This extract presented several IgE-binding 
proteins (pI ~ 4.45 – 9.6) with sera from w-PCG (strips n°4 to 6), nw-PCG (strips n°7 to 9) 
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and pollen (strips n°10 to 12) sensitized rats. Some patterns were similar for the three groups. 
But the intensity of IgE reactivity of each sera group was different. In fact, the highest IgE-
binding protein reactivity was evidenced with the sera of nw-PCG sensitized rats. It presented 
a broad range of pI from acid to basic. Among the sensitized groups, the w-PCG-sensitized 
rats’ one showed the lowest IgE-binding protein reactivity. 
Water-insoluble pollen extract (Figure 1 B): Using the rats’ sera diluted 1:5, as already 
done for the water-soluble extract, strips were so dark, because a very high reactivity for all 
sensitized rats’ sera, that another sera dilution (1:100) was performed. For the w-PCG-
sensitized rats’ sera, several bands were revealed by their IgE, with pI ranging from 6.4 to 7.0 
(strips n°4 to 6). As for proteins of ws-Pol, the nw-PCG-sensitized rats had a high IgE binding 
reactivity with proteins of this extract (strips n°7 to 9). In this group, the number of revealed 
protein bands is quite large, within a broad range of pI (4.45 – 9.6). Regarding the pollen-
sensitized rats (strips n°10 to 12), the IgE binding reactivity was evidenced by a rather large 
number of bands (pI ~ 6.4 – 7.0).  
For these 2 extract types obtained from whole pollen, an heterogeneity of rats’ sera IgE 
responses was observed for each group, except for NC group, the only one for which no IgE 
binding reactivity was exhibited (figures 1 A & 1 B, strips n°1 to 3). 
2.2. PCG extracts  
Water-soluble PCG extract (Figure 1 C): Proteins of this extract did not bind any IgE of 
w-PCG sensitized rats’ sera (strips n°4 to 6). Ten bands on the strips revealed by nw-PCG 
sensitized rats’ sera were observed (strips n°7 to 9). The IgE binding protein pattern was 
similar for the 3 rats’ sera used, except for the band with pI ~ 4.5 that was observed only on 
the strip n°8 and also for 3 acidic bands found on strip n°9. For the pollen sensitized rats 
(strips n°10 to 12), only one serum (strip n°10) showed a low IgE reactivity with proteins of 
this ws-PCG extract (protein bands with pI around <4.45, 5.1, 7 and 7.8). 
Water-insoluble PCG extract (Figure 1 D): For w-PCG sensitized rats (strips n°4 to 6), 
only one strip (n°6) presented a low IgE binding reactivity against a protein with pI ~ 8.1. 
Using nw-PCG sensitized rats’ sera (strips n°7 to 9), five IgE binding proteins (pI ~ 6.4, 6.9, 
8, 8.2 and 9) of the wi-PCG extract were observed. For the pollen sensitized rats (strips n°10 
to 12), only one strip (n°10) showed a low reactivity against a protein with pI ~ 8.0. 
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Figure 1: The IgE binding protein of pollen or PCG extracts separated by IEF followed by immunoblotting with 
rats’ sera. (A) Water-soluble pollen extract (ws-Pol); (B) water-insoluble pollen extract (wi-Pol); (C) water-
soluble PCG extract (ws-PCG); (D) water-insoluble PCG extract (wi-PCG). Each strip was incubated with rat 
serum: strips n°1 to 3: negative control group; strips n°4 to 6: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7
 w-
PCG (w-PCG); strips n°7 to 9: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7
 nw-PCG (nw-PCG); strips n°10 to 
12: rats sensitized and challenged with 0.5 mg of pollen (pollen). 
Using both PCG extracts, nw-PCG-sensitized rats’ sera presented higher reactivity than all 
other rats’ sera groups. No IgE binding reactivity was observed for NC (figures 1 C & 1 D, 
strips n 1 to 3). 
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3. Protein and Cytokines in BALF  
Protein concentrations: All sensitized rats presented protein concentrations in BALF, 
around 1.85 mg/mL. It means three times higher than what could be observed for the NC 
group (0.68 ± 0.09 mg/mL)  
Pro-allergy cytokines (Figure 2): In contrast to NC group, w-PCG induced significant 
increases of IL-5 (~ x 17), IL-13 (~ x 3) and Rantes (~ x 3) levels in BALF. Rats sensitized 
with nw-PCG presented significantly higher level of Rantes in BALF than NC group’s rats. 
Compared to pollen group, w-PCG-sensitized rats presented high IL-5, IL-13 and Rantes 
levels in BALF, these increases were statistically significant for IL-5 (~ x 2.5) and Rantes 
(~ x 2.5) levels. Rats sensitized with nw-PCG presented significantly higher Rantes (~ x 2.5) 
level than the pollen group, but lower IL-5 and IL-13 levels were observed. Levels of IL-5 
and IL-13 on w-PCG-sensitized rats were higher than those on nw-PCG-sensitized rats, but 
statistically significant for IL-5 only (~ x 10). Rats sensitized with w-PCG or nw-PCG 
presented the same level (around 20 pg/mL) for Rantes.  
Pro-inflammatory cytokines (Figure 2): No signal was found for the NC group. On the 
contrary, w-PCG induced increases of IL-1! (~ x 2), IL-1" (~ x 2), IL-6 (~ x 2.5) and TNF! 
(~ x 7) levels in BALF; differences were statistically significant for IL-1" and TNF!. Rats 
sensitized with nw-PCG presented higher levels of IL-1! (~ x 3), IL-1" (~ x 2.5), IL-6 
(~ x 2.5), IFN# (~ x 8), and TNF! (~ x 8) than those obtained in the NC group; these 
increases were statistically significant except for IL-6. Compared to the pollen group, w-PCG-
sensitized rats presented low IL-6 (~ x 0.5) and IFN# (~ x 0.2) levels; the difference was 
statistically significant for IFN#, only. Rats sensitized with nw-PCG presented high IL-1! 
(~ x 1.7) and IL-1" (~ x 1.7) levels and low IL-6 (~ x 0.5) levels than those obtained on 
pollen-sensitized rats. In BALF, IFN# levels were higher in nw-PCG-sensitized rats than that 
on w-PCG group (56.9 ± 18.5 vs. 10.8 ± 1.7 pg/mL, respectively). 
The other cytokines, IL-2, IL-4, IL-10, Eotaxin and GM-CSF, were undetectable in the BALF 
of a great number of either NC or sensitized rats (data not 
shown).
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Figure 2: BALF cytokine levels (Mean ± SEM). Among pro-allergy cytokines, IL-5, IL-13 and 
Rantes were quantified. Among pro-inflammation cytokines, IL-1!, IL-1", IL-6, IFN# and TNF! 
were quantified. NC: negative control group; w-PCG: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7 
w-
PCG; nw-PCG: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7 
nw-PCG; pollen: rats sensitized and 
challenged with 0.5 mg of pollen. *: significantly different to NC (p<0.05); #: significantly different to 
pollen group (p<0.05). 
4. Alveolar cells in BALF 
Pro-allergy alveolar cells (Table 2): Compared to NC group, w-PCG and nw-PCG 
significantly increased eosinophil and lymphocyte numbers in BALF. In contrast to pollen-
sensitized rats, w-PCG presented high eosinophil and lymphocyte number in BALF, but these 
increases were significant only for BALF lymphocytes. In rats sensitized with nw-PCG, 
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eosinophil and lymphocyte numbers in BALF were higher, but not statistically different, than 
those obtained on pollen-sensitized rats. Rats sensitized with w-PCG had a greater BALF 
eosinophil and lymphocyte numbers than nw-PCG-sensitized rats, but these differences 
weren’t statistically significant. 
Pro-inflammatory alveolar cells (Table 2): Compared to NC group, w-PCG and nw-PCG 
significantly increased macrophage and neutrophil numbers in BALF. The 3 sensitized rat 
groups (w-PCG, nw-PCG and pollen) presented the same number of macrophages in BALF 
(around 7.5 x 10
6 
cells/mL). In contrast to the pollen group, the number of BALF neutrophils 
from w-PCG-sensitized presented no significant difference. Rats sensitized with nw-PCG had 
higher, but no statistically significant, neutrophil numbers than those obtained on pollen 
group. Rats sensitized with w-PCG presented a lower number of neutrophils than those 
obtained on nw-PCG sensitized rats. 
Table 2: Alveolar cells (Mean ± SEM) in BALF. Alveolar cell counting was performed after 
May-Grünwald Giemsa staining. 
Pro-allergy cells (x 10
6
) Pro-inflammatory cells (x 10
6
) 
Treatment group 
Eosinophils  Lymphocytes Macrophages Neutrophils 
NC 0.40 ± 0.09 0.21 ± 0.06 3.4 ± 0.4 0.03 ± 0.01 
w-PCG 5.32 ± 1.33 * 0.63 ± 0.21 *# 7.0 ± 1.6 * 0.29 ± 0.10 * 
nw-PCG 5.05 ± 1.18 * 0.35 ± 0.12 * 7.5 ± 0.4 * 0.55 ± 0.21 * 
Pollen 4.00 ± 0.83 * 0.11 ± 0.09 7.9 ± 1.3 * 0.25 ± 0.11 * 
NC: negative control group; w-PCG: rats sensitized and challenged with 4.5 x 10
7
 washed PCG; nw-
PCG: rats s sensitized and challenged with 4.5 x 10
7
 non-washed PCG; pollen: rats sensitized and 
challenged with 0.5 mg of pollen. *: significantly different to NC (p<0.05); #: significantly different to 
pollen group (p<0.05). 
5. Lymph node cell proliferation induced by pollen or PCG  
After in vitro addition of pollen grains, lymph node cells from w-PCG-sensitized rats 
presented a significant increase of the proliferation compared to NC group, but there was no 
cell proliferation with the cells from nw-PCG-sensitized rats. Compared to pollen group, cells 
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issued from w-PCG group presented significantly low cell proliferation. Lymph node cells on 
w-PCG sensitized presented higher proliferation than those obtained from nw-PCG-sensitized 
rats. (Figure 3 A) 
After in vitro addition of nw-PCG, the proliferation of lymph node cells from w-PCG and nw-
PCG-sensitized rats were significantly higher than those of NC group. Compared to the pollen 
group, lymph node cells on w-PCG and nw-PCG sensitized rats presented low proliferation, 
but the difference was statistically significant only for nw-PCG sensitized rats. Cells from w-
PCG-sensitized rats presented a significantly higher proliferation than those from nw-PCG 
group. (Figure 3 B)  
After in vitro addition of w-PCG, lymph node cells from w-PCG and nw-PCG-sensitized rats 
presented a significant increase of the cell proliferation compared to NC group. In contrast to 
the pollen group, the proliferation of lymph node cells from w-PCG-sensitized rats was 
significantly higher, but on nw-PCG group, the signal was lower. Lymph node cells of w-
PCG-sensitized rats presented a significantly higher proliferation than those of nw-PCG 
group. (Figure 3 C) 
Figure 3: Pollen and PCG-induced proliferation of 
lymph node cells. Cells from NC, pollen or PCG-
sensitized rats were cultured with [
3
H]-thymidine in 
the presence of 10 !g of pollen (A), 9 x 10
5
 nw-PCG 
(B) and 9 x 10
5
 w-PCG (C). NC: negative control 
group; w-PCG: rats sensitized and challenged with 
4.5 x 10
7 
w-PCG; nw-PCG: rats sensitized and 
challenged with 4.5 x 10
7 
nw-PCG; pollen: rats 
sensitized and challenged with 0.5 mg of pollen. CPM: 
thymidine incorporation by antigen-stimulated cells; 
CPM0: thymidine incorporation in control cells. *: 
significantly different to NC (p<0.05); #: significantly 
different to pollen group (p<0.05). 
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Discussion  
In this study, allergenicity of washed and non-washed cytoplasmic granules, from timothy 
grass pollen, were assessed on Brown Norway rats. The two types of PCG (w-PCG and nw-
PCG) induced allergic (humoral and cellular) and inflammatory responses, but these 
responses depend to the quality and quantity of the allergens of these particles.  
After two washes of PCG (w-PCG), the content of water-soluble allergens, among other 
water-soluble proteins, was low (7); indeed, the w-PCG suspension, used to instill rats, 
contained mainly water-insoluble PCG allergens. Reversely, the nw-PCG suspension, used to 
instill rats, probably contained water-soluble allergens of whole pollen grains, water-soluble 
and insoluble PCG allergens (8). 
For humoral responses, IgE ELISA and IEF followed by an immunoblot were performed with 
rats’ sera, using, as allergen sources, water-soluble and water-insoluble extracts of pollen 
and/or PCG. 
In the IgE ELISA study, our findings showed that w-PCG and nw-PCG-sensitized rats had 
higher sera IgE levels than those of the NC group, with water-soluble pollen extract. But, 
when comparing to pollen-sensitized rats, humoral responses varied, w-PCG-sensitized rats 
had low sera IgE levels, but nw-PCG-sensitized rats presented high IgE levels. Likewise, a 
same pattern, with low values of ELISA absorbance, was observed with water-insoluble 
pollen extract. Our results, concerning the w-PCG, pollen and NC rats’ groups, were similar 
to those obtained by previous studies performed on Brown Norway rats (7). Moreover, in 
grass pollen-sensitive patients, isolated granules could induce IgE-mediated reactions (6).  
The lower induction of IgE levels on w-PCG-sensitized rats compared to what was obtained 
on nw-PCG and pollen-sensitized rats could be explained by the quantities of water-soluble 
proteins in the suspensions used to instill rats. In fact, water-soluble proteins, among which 
water-soluble allergens, were present in high concentration in the nw-PCG and pollen 
suspensions, used to instill rats, but in lower concentration in the w-PCG suspension. Abou 
Chakra et al (7) showed that the quantities of water-soluble proteins, contained in suspensions 
used to instill rat, were correlated with sera IgE levels of PCG-sensitized rats. Also, the 
quality of PCG allergens could explain the difference of the humoral responses between w-
PCG and nw-PCG groups. Our results showed that water-soluble allergens of PCG seem to be 
the main source for the triggering of humoral responses. 
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Even if pollen and nw-PCG suspensions, used for rat instillation, contained the same water-
soluble protein concentration (data not shown), a greater induction of IgE antibodies 
responses on nw-PCG-sensitized was observed in contrast to pollen-sensitized rats. Indeed, 
because of their small size, PCG might penetrate more easily into the lower respiratory tract 
than whole grass pollen grains. Furthermore, particles of the 4.5 x10
7
 PCG suspension had a 
contact area with alveolar cells twice than the one of the 0.5 mg pollen grains suspension, 
used to instill rat. Therefore, the accessibility of allergens in nw-PCG suspension could be 
higher than those of pollen suspension, and so, nw-PCG induce greater IgE responses than 
pollen grains. 
Concerning immunoblotting, this work was the first study assessing the IgE binding reactivity 
of rats’ sera against proteins of both water-soluble and water-insoluble allergens from pollen 
grains and PCG.  
All sensitized rats’ sera presented reactivity against proteins from water-soluble and water-
insoluble pollen extract, with high reactivity for nw-PCG-sensitized rats’ sera and lower 
reactivity for w-PCG-sensitized rats’ sera. Motta et al in their 2004 study (11), when using 
pollen and PCG-sensitized rats’ sera, showed similar immunoblot patterns for IgE binding 
proteins from water-soluble pollen extract. Our results, concerning immunoblotting, are in 
agreement with those obtained from IgE ELISA. Even if, for the water-insoluble pollen 
extract, rats’ sera required a dilution 20 times higher than those needed for the water-soluble 
extract, the IgE binding proteins of the water-soluble extract appeared more heterogeneous 
than those obtained with the water-insoluble extract. However, for water-insoluble pollen 
extract, the IgE levels quantified by ELISA seem to be lower than those revealed by 
immunoblotting. This difference could be due to the IgE ELISA method used in this study. 
Indeed, Godfrin et al (26) used solvents, as ethanol, to quantify the water-insoluble proteins 
coated on the ELISA plates. Our findings showed that grass pollen contained, besides water-
soluble allergens, several water-insoluble allergens. Water-insoluble allergens were also 
already observed in Dactylis glomerata pollen (28) and in weed pollen grains (29, 30). 
Although IgE binding protein reactivities from PCG extracts were lower than those obtained 
from pollen extracts, however some allergen types were evidenced in the PCG extracts. In 
fact, using monoclonal antibodies, we could show that PCG extracts contained water-soluble 
allergens of group 1 but not those of groups 3 and 4 (data not shown). Reversely, water-
soluble Phleum pratense pollen extracts contain these allergens as previously shown by 
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Rogerieux et al (25). Some other studies showed that several pollen allergens were present in 
PCG, among which Phl p 4, Phl p 5, Phl p 6 and Phl p 13 (13, 14, 17). As for pollen extracts, 
allergens of the water-soluble PCG extract appeared more heterogeneous than those obtained 
with the water-insoluble PCG extract, but basic proteins were mostly observed in the water-
insoluble extract. 
For the cellular responses, the majority of studied parameters, as lymph node cell 
proliferation, pro-allergic cytokines and alveolar cells in BALF, were induced on w-PCG and 
nw-PCG-sensitized rats. But, in contrast to the pollen group, these responses of w-PCG and 
nw-PCG groups presented different patterns depending to the studied parameter. 
In our study, the lymph node cell proliferation presented a pattern non similar to the IgE 
levels. As a matter of fact, Würtzen et al (31) explained the absence of a correlation between 
T-cell proliferation and IgE levels results by the finding that patients, predominantly, 
produced IL-5 in response to Phl p 5, a major allergen, and IFN-gamma, predominantly, in 
response to pollen extract.  
In a previous study of our research group, proliferation of lymph node cells from w-PCG-
sensitized rats was lower, when adding in vitro pollen grains, or higher, when adding in vitro 
w-PCG, than what was obtained on cells from pollen-sensitized rats, but these differences 
were not statistically significant (7). However, in the present study, using lower 
concentrations of pollen or w-PCG than those used in vitro in the previous work, some similar 
trends showing significant differences could be highlighted.  
Regarding the nw-PCG sensitized rats group, the proliferation was lower on lymph node cells 
than what was obtained for the 2 other sensitized rats groups (pollen and w-PCG). These 
differences could be linked, as for humoral responses, with the quality and the accessibility of 
allergens in nw-PCG suspension used for rat instillation. A fast kinetic of immunologic 
responses against allergens of nw-PCG suspension could trigger several of the differences 
found in cell proliferation between nw-PCG-sensitized rats and the 2 other sensitized groups. 
Some previous study already showed that different products, used to sensitize mice, presented 
different kinetics of in vitro cells proliferation (32). 
For pro-allergy alveolar cells (eosinophils and lymphocytes), low increases were observed in 
the BALF of w-PCG-sensitized rats compared to what was obtained for the 2 other sensitized 
groups (nw-PCG and pollen). Similar results were obtained for mice sensitized with subpollen 
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particles (some other, rather close, denomination of PCG) (9). The great eosinophil and 
lymphocyte infiltrations in lungs seem to be provoked by the Th2 cytokines, like IL-4, IL-5 
and IL-13, and chemokines like GM-CSF and Rantes (33-35). In our study, a clear increase of 
IL-5, IL-13 and Rantes levels in BALF is visible for the w-PCG-sensitized rats group. But 
nw-PCG and pollen induced only an increase of a single cytokine: Rantes for nw-PCG group 
and IL-5 for pollen group. Regarding the Th1 cytokines, our findings showed that pollen 
grains increased IL-6 and IFN! levels in BALF and that nw-PCG induced a significant 
increase of IFN! level. But w-PCG didn’t induce any significant increase of Th1 cytokines. 
Our results are in accordance to previous studies showing that Th1 cytokines, as IFN! and IL-
12, inhibit Th2 cytokines, as IL-5 and IL-13, but not lymphocyte proliferation (36). Some 
other studies drew attention to the fact that the presence of eosinophils, lymphocytes and 
Rantes in the bronchoalveolar lavage fluid was often associated with asthma, especially with 
severe asthma (37-41). Badorrek et al (42) showed that PCG induced asthma symptoms when 
whole pollen is more implicated in hay fever triggering. 
In the present study, inflammatory responses were performed in BALF by counting of pro-
inflammation cells (macrophages and neutrophils), quantification of proteins and pro-
inflammation cytokines (IL-1", IL-1# and TNF"). All inflammatory parameters were 
induced on all sensitized rat groups. These responses could be explained by the presence of 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced) (NAD(P)H) oxidase, fatty acids and 
(1! 3)-#-glucan that have already been detected in pollen grains and PCG (9, 43, 44). In fact, 
several studies showed that NAD(P)H oxidase generated reactive oxygen species providing a 
signal that enhances allergic airway inflammation. (43) 
In conclusion, allergic and inflammatory responses were induced by both grass pollen grains 
and their isolated PCG. This work is the first one that could be completed with experiments 
using, in the same time, water-soluble and –insoluble PCG and also pollen extracts. The PCG 
allergens, here highlighted, might play an important role in allergic responses. On the one 
hand, cellular responses of sensitized rats’ groups, presented different patterns depending to 
the studied parameter: water-soluble PCG allergen accessibility could play a role on the 
lymph node cell proliferation and other cellular responses performed in BALF seem to be 
enhanced by water-insoluble allergens of PCG. On the other hand, humoral responses could 
be influenced by the amount of water-soluble allergens and/or by the accessibility of these 
allergens. 
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3.5. Conclusion 
Le pollen de Phleum pratense, les granules cytoplasmiques (GCP) de ce pollen et l’interaction 
entre pollen et GCP induisent des réponses allergiques, humorales et cellulaires ainsi que des 
réponses inflammatoires chez le rat Brown Norway, le modèle animal que nous avons utilisé.  
Des allergènes hydrosolubles et non-hydrosolubles ont été mis en évidence dans tous les 
extraits utilisés. Ces deux types d’allergènes semblent jouer un rôle dans les réactions 
allergiques. 
Les réponses humorales obtenues expérimentalement ont été plus fortes chez les rats instillés 
par les suspensions contenant des allergènes hydrosolubles de pollen et GCP non-lavés. De 
plus, ces réponses semblent être également influencées par la source qui contient le moins 
d’allergènes hydrosolubles, les GCP lavés. 
Contrairement aux réponses humorales, les réponses cellulaires obtenues ont présenté 
différents profils en fonction du paramètre étudié. D’un côté, les allergènes non-hydrosolubles 
de GCP semblent accroître les taux d’éosinophiles, de lymphocytes et de cytokines Th2 dans 
les LBA. D’autre part, D’un autre côté, l’accessibilité des allergènes hydrosolubles des GCP 
pourraient jouer un rôle dans la prolifération des lymphocytes ganglionnaires.  
Enfin, des réactions inflammatoires identiques ont été observées chez les rats instillés par le 
pollen ou les GCP. Par contre, une réaction conjointe, dans le cas d’une interaction 
expérimentale entre pollen et GCP, semble renforcer la réaction inflammatoire pour les 
animaux sensibilisés à l’une des 2 sources allergéniques. 
!
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4.1. Introduction 
Dans la seconde partie, le pouvoir allergénique des GCP a été observé, suivant un modèle 
expérimental, chez le rat Brown Norway. Les études montrant que ces particules peuvent être 
responsables des crises d’asthme chez les sujets allergiques aux Graminées, notamment après 
des périodes d’orage ou de pluie fine, restent peu nombreuses. L’allergénicité de ces 
particules proviendrait en grande partie de leurs allergènes, que ceux-ci soient hydrosolubles 
et non-hydrosolubles. 
Dans des conditions atmosphériques, impliquant plusieurs types de pollution, des 
modifications morphologiques des grains de pollen ainsi que de leur contenu en allergènes 
hydrosolubles ont été observées. Les grains de pollen intacts, les fragments de pollen et les 
GCP représentent une part significative des aérosols atmosphériques. Sous l’effet des 
précipitations, les allergènes hydrosolubles des grains de pollen entier, des fragments 
polliniques et des GCP peuvent être dissous, ce qui peut générer au sein de ces aérosols, une 
fraction non négligeable qui est alors constituée, en majeure partie, d’allergènes non-
hydrosolubles. 
Plusieurs auteurs, parmi lesquels, dans notre groupe, Alexandre Motta, ont montré que les 
grains de pollen n’expulsent pas leur contenu cytoplasmique en milieu isotonique. Ils en ont 
déduit que les GCP ne sont pas expulsés lorsque le pollen entre en contact avec le fluide nasal 
après avoir été inhalé. Ainsi le mécanisme in vivo d’exposition aux GCP semble être 
uniquement l’inhalation des granules en suspension dans l’air après que ceux-ci aient été 
relargués à la suite d’un contact avec de l’eau de pluie ou en raison de la destruction du grain 
de pollen par la pollution atmosphérique ou n’importe quel autre moyen. 
De plus, jusqu’alors, les études allergomiques se sont intéressées principalement aux 
allergènes hydrosolubles. Cependant le potentiel allergique peut être associé, aussi, aux 
protéines non-hydrosolubles. Un profil allergomique complet tenant compte à la fois des 
allergènes hydrosolubles et non-hydrosolubles des pollen entiers et des GCP présenterait un 
intérêt médical et pourrait aider à l’amélioration du diagnostic des allergies polliniques. 
Pour cela, l’objectif de cette partie de notre travail aura été de séparer et préparer 
l’identification des différents allergènes hydrosolubles et non-hydrosolubles des GCP et des 
grains de pollen entiers en utilisant comme modèle le pollen de Phleum pratense. Les 
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protéines des différents extraits de pollen et de leurs granules cytoplasmiques sont séparées 
par des iso-focalisation en présence d’ampholytes porteurs (IEF) et par des électrophorèses 
bidimensionnelles. L’immunodétection des immunoglobulines E spécifiques des allergènes 
est effectuée après empreinte sur des membranes incubées - PVDF ou nitrocellulose activée 
(porosité : 0,2 !m) - avec des sérums de patients allergiques au pollen de différentes 
Graminées. De même, des anticorps monoclonaux et polyclonaux - de lapin ou de souris - ont 
été utilisés pour identifier des allergènes spécifiques, tels que Phl p 1, Phl p 3 et Phl p 4, dans 
les extraits hydrosolubles des aéroallergènes étudiés. 
Un article qui reprend les différents aspects de cette démarche analytique a été composé avec 
plusieurs membres du groupe. Il a été intitulé: « Towards an identification of water-soluble 
and water-insoluble allergens of pollen cytoplasmic granules ». 
 
 4.2. ARTICLE 5 
Towards an identification of water soluble 
and water-insoluble allergens of pollen 
cytoplasmic granules. 
 
Journal of Immunology 
 
ABOU CHAKRA Oussama R., SUTRA Jean-Pierre, DESVAUX François -
 Xavier, ROGERIEUX Françoise, PELTRE Gabriel, SÉNÉCHAL Hélène and 
LACROIX Ghislaine 
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Abstract 
Background: Grass pollen is quantitatively one of the most important vectors of 
aeroallergens in Europe. Under atmospheric conditions, pollen grains can release 
microparticles called pollen cytoplamsic granules or PCG. The allergens linked to these 
particles induce allergic and inflammatory responses on animals and asthmatic patients. 
Moreover, several studies showed that both water-insoluble allergens and water-soluble 
ones, can contribute to allergic diseases.  
Objective: To identify water-soluble and water-insoluble allergens of pollen grains and their 
granules using grass pollen sensitized-patient sera.  
Methods: From Phleum pratense pollen and PCG, water-soluble and water-insoluble 
proteins were extracted, respectively, with water and a mixture of thiourea, urea and 
CHAPS. Firstly, the proteins were submitted to IEF immunoblotting using 9 grass pollen-
sensitized patient sera in order to reveal IgE-binding proteins. The second step was to submit 
pollen and PCG extracts to 2 D gel electrophoresis and immunoblotting revealed by 
3 patients’ sera. 
Results: In the water-soluble extract of PCG, the Mr range of most of the protein spots is 
comprised between 14 and 77 and the pI range starts around 4.6 and reaches 10.0. In 
comparison to water-soluble extract of pollen grains, several water-soluble allergens, such as 
Phl p 1, Phl p 5 and Phl p 6, seem to be present also in PCG extract. However, 
immunoblotting of water soluble extract of PCG showed additional specific spots for these 
microparticles. On the other hand, the immunoblot of water-insoluble extract of PCG 
revealed that the majority of proteins had a Mr from 20 to 90 kDa and a pI between 5.1 and 
9.5. As for water-soluble PCG allergens, specific allergens were observed in water-insoluble 
PCG extract that are not present in pollen extract. 
Conclusion: In water soluble and water-insoluble extracts, whole pollen grains presented a 
greater spectrum of proteins than PCG. Moreover, although the majority of allergens seem to 
be common to PCG and whole pollen grains, other allergens seem to be associated only with 
PCG. 
Key words: water-soluble allergens / water-insoluble allergens/ Phleum pratense pollen / 
pollen cytoplasmic granules / IgE-binding protein / 2 D electrophoresis/ immunoblotting.  
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Introduction 
Since 40 years, the frequency of symptoms of allergic diseases, including rhinitis and asthma, 
has dramatically increased, especially for children and people living in urban areas. These 
atopic diseases are complex inflammatory disorders influenced by both genetic and 
environmental factors, including pollen grains, the main contributors to a massive diffusion of 
allergens in the atmosphere. However, although the symptoms associated with these 
affections coincide with the pollination season, it is now well established that simple and 
direct relation doesn't exist between these two phenomena and that many other factors, as 
airborne pollutants and westernized lifestyle, must be taken into account. [1] 
In the atmosphere, pollen grains can release hundreds of small particles (less than 3 microns 
in diameter) called pollen cytoplasmic granules (PCG) [2, 3]. Airborne PCG are present in 
high concentrations on days following rainfall [3, 4]. Because of their size, compared to 
pollen grains, PCG could penetrate deeper in the humans’ airways and so, they could increase 
allergic responses. In fact, some studies associated PCG to thunderstorm asthma [5, 6]. 
On the other hand, under polluted conditions, modifications have been reported in the shape 
and tectum morphologies of airborne pollen grains [7, 8] and on their water-soluble allergens 
content [9]. Undamaged pollen grains as well as fragmented pollen, PCG and proteins from 
different organic sources represent a significant part of atmospheric aerosols [10]. In 
fragmented pollen particles and PCG, present in the urban environment, some water-soluble 
proteins are extracted by rain, the consequence being that most of the remaining proteins are 
water-insoluble.  
Furthermore, allergomic studies have been carried out mainly on water-soluble allergens, but 
allergenic potential may also be associated with water-insoluble proteins as already reported 
by several studies [11]. Complete allergomic profiles taking into account both water-soluble 
and insoluble allergens might be of interest for the medical profession and can help the 
improvement of diagnosis.  
The aim of the present study was to identify water-soluble and water-insoluble allergens from 
grass pollen grains and their cytoplasmic granules (PCG) using Phleum pratense pollen as 
allergen source. Grass pollen-sensitized patients’ sera were used as immunochemical reagents 
for the allergens detection after separation by 1- or 2-dimensional (1 D or 2 D) electrophoresis 
and immunoblots. 
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Material and Methods 
1. Pollen and PCG 
Pollen grains from Timothy grass (Phleum pratense) were obtained from Allerbio AB 
(Varennes-en-Argonne, France).  
Pollen Cytoplasmic Granules or PCG (0.6 - 5 !m, average ø ~ 1.1 !m) were isolated from 
400 mg of Phleum pratense pollen by osmotic shock in pure water. PCG were also performed 
by filtration, centrifugation and a washing cycle in distilled water. 
2. Protein extractions  
Water-soluble and water-insoluble proteins of pollen grains were performed according to 
Rogerieux et al [9] and Godfrin et al [12], respectively. 
For water-soluble proteins of PCG, PCG issued of 400 mg of pollen were suspended in 4 mL 
of distilled water, incubated on a rotating drum for 1 h at room temperature. This extract was 
centrifuged for 10 min at 10,000 g, concentrated 10 times and then kept at -20 °C. 
For water-insoluble proteins of PCG, PCG were incubated with distilled water on a rotating 
drum for 1 h at room temperature and then centrifuged for 10 min at 17,000 g. The 
supernatant was discarded and the remaining water-soluble proteins were removed by at 
least 6 washes in distilled water (2 mL for each wash). During these washing steps, the 
decrease in water-soluble protein remaining was monitored by OD at 280 nm (Hitachi 
spectrometer). The final pellet was dried overnight under vacuum using gel silica (VWR). 
Proteins of this pellet were extracted with 5mL of a solution of Thiourea (T) 2 mol.l
-1
, urea 
(U) 7 mol.l
-1
 (Sigma Aldrich) and 3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl ammonio)-1-
propanesulfonate] (CHAPS) (Sigma Aldrich), referred to here as TUC. Extraction was 
performed overnight in the rotating drum and centrifuged as described above. Supernatants 
were recovered and kept at -20 °C. 
3. Patient sera 
The human sera for this study were collected from medical laboratories and represent 
residues from IgE titer determinations. The anonymous information regarding patients who 
are the source of this serum collection is computerized using Microsoft Access software. 
From our bank of patient sera, 9 were selected from a group of 26 grasses pollen-allergic 
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donors for their ability to recognize a great number of grass pollen allergens after ELISA 
and blotting [13]. An added serum, from a non-atopic donor, was used as control. These 
10 sera were used for IEF screening and 3 of these grass-pollen allergic patients’ sera were 
used for 2 D immunoblotting.  
4. One-dimensional analysis by IEF in carrier ampholytes 
Pollen and PCG extracts were submitted to an isoelectrofocusing (IEF) separation performed 
in a polyacrylamide gel (CleanGel™ IEF, GE Healthcare) containing 5% v/v Servalyt® pH 
2–11 (Serva, Heidelberg, Germany) in water or TU mixture (2 mol.l
-1
 of Thiourea, 7 mol.l
-1
 
Urea) for, respectively, water-soluble and water-insoluble extracts. The water-soluble extracts 
were loaded on the anode side and the water-insoluble on the cathode side. According to the 
manufacturer's instructions, the flat bed electrophoretic chamber (Multiphor II, GE 
Healthcare) was cooled at 15 °C for water soluble extracts (ws-Pol and ws-PCG) and 18 °C 
for water insoluble extracts (wi-Pol and wi-PCG). After the protein separation, a part of the 
gel was stained with Coomassie Blue. Isoelectric point standards (pI) from 4.45 to 9.6 
(BioRad) were used as references. 
5. Two-dimensional electrophoresis separation 
For the first dimension, proteins of water-soluble and water-insoluble extracts were 
separated by IEF with carrier ampholytes and immobilized pH gradient (IPG), respectively. 
IPG was performed according to Görg et al [14], Brodard et al [15] and Righetti & Bossi 
[16]. Briefly, the TUC-extract was ultracentrifuged for 1h at 350,000 g at 4 °C in an Optima 
TL Centrifuge (Beckman, USA) at 4 °C. Supernatant was then treated using the 2 D Clean-
Up Kit according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare Biosciences) and the 
resulting pellet was dissolved in a TUC mixture. Prior to focusing, IPG strips (Immobiline™ 
DryStrip pH 3-10, GE Healthcare) were swollen overnight in the same TUC solution mixed 
with a given quantity of extract. IPG separation was performed with Ettan™ IPGphor 3 (GE 
Healthcare). After focusing, IPG strips were equilibrated, in 125 mmol l
-1 
Tris-acetate buffer 
pH 8.6 containing 6 mol.l
-1
 urea, 10 % SDS and 30 % glycerol (GE Healthcare). The strips 
were then incubated with 250 mmol l
-1
 iodoacetamide (Sigma-Aldrich) in the same buffer 
and submitted to SDS-PAGE separation on a horizontal gel (ExcelGel gradient 8-18 %, GE 
Healthcare). In order to determine the molecular masses (Mr), a standard protein mixture 
from 220 to 14.3 kDa (GE Healthcare) was used.  
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Two adjacent 5-mm-IEF or IPG strips were submitted, side by side, to an SDS-PAGE 
separation on an 8-18 % gradient gel (ExcelGel, GE Healthcare), producing 2 quasi identical 
2 D separations. One of the 2 D gel separation was silver stained according to Blum et al 
[17] and the other one used for immunoblotting.  
6. Immunoblotting  
1 D immunoblotting was performed according to Abou Chakra et al [18] with slight 
modifications. Briefly, after IEF separation, proteins of each extract were blotted by pressure 
(for 1 h at 22° C) onto a PVDF sheet (pore size 0.2 µm; Immobilon™, Millipore), covered 
by several dry sheets of Whatman filter paper, a glass plate and a 1 kg weight. PVDF sheets 
were then cut into strips (2.5 mm of width) to be used for the immunodetection. PVDF strips 
were saturated in defatted milk powder solution (5 % w/v in PBS - Tween 0.1 %) for 1 h at 
room temperature and then incubated 1 h with grass pollen-sensitized patient sera (dilution 
1:10) in 5 % milk powder solution. At the next step, strips were incubated for 2 h with 
alkaline phosphatase (AP)-conjugated goat anti-human IgE (Sigma Aldrich). Finally, strips 
were revealed, in the same time (2 x 30 min), with alkaline phosphatase (AP) substrates, 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) and nitroblue tetrazolium (NBT) (Sigma 
Aldrich). Three 5-min washes were performed with PBS - Tween between each incubation 
step. A mouse monoclonal antibody (mAb) directed against Dactylis glomerata allergen 4 
(Dac g 4) and rabbit polyclonal antibody directed against r Dac g 3 were also used; the first 
one revealing also Phl p 4 and the second Phl p 3 [19-21]. For these last antibodies, the strips 
were incubated with AP-conjugated rabbit anti-mouse IgG (Sigma Aldrich) or AP-
conjugated mouse anti-rabbit IgG (Sigma Aldrich). 
The 2 D immunoblotting was performed according to Rogerieux et al [9] with slight 
modifications. Briefly, after 2 D gel electrophoresis, proteins were electroblotted onto either 
a CNBr activated nitrocellulose (NCa) (Schleicher and Schuell) (ws-Pol) or a PVDF sheet 
(ws-PCG, wi-Pol and wi-PCG) (for both, pore size is 0.2 !m). The transfer was performed 
with a semi dry-Novablot apparatus, according to the manufacturer’s instructions (1h 
15 min, 1 mA/cm2). Sheets were blocked for 1 h with PBS – Tween 20 (w/v; 0.3 %) and 
incubated with grass pollen-allergic patient sera (1:10, except for serum n°6 with ws-Pol 
1:20). After extensive washing, sheets were incubated for 2 h with AP-conjugated goat anti-
human IgE (1:700; Sigma Aldrich) and revealed according to the conditions described 
previously.  
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Results  
1. Patient sera screening after IEF separation 
For ws-Pol (figure 1 A; table 1), all patient sera presented positive IgE reactivity. The IgE 
binding protein intensities were different from one serum to another. High intensity and 
heterogeneity of IgE from patient sera n°6 and 7 were showed, but a single IgE binding 
protein for patient sera n°4 was observed. In the same way, grass pollen-sensitized patient 
sera, except serum n°4, presented positive IgE reactivity against the ws-PCG (figure 1 B; 
table 1). 
For wi-Pol (figure 1 C; table 1), IgE binding proteins were revealed by several allergic 
patient sera, except for the sera n°4 and 9. A high IgE heterogeneity and intensity were 
clearly visible for sera n°6 and 7. Furthermore, against wi-PCG (figure 1 D; table 1), patient 
serum n°6 presented higher IgE reactivity than those from the other allergic patients’ sera. A 
very basic band was visible on the strip revealed with serum n°9. For sera n°1 and 4, no IgE 
binding protein could be detected. 
Non-atopic patient serum (n°10) presented no IgE reactivity against all pollen and PCG 
extracts. 
A lower heterogeneity of IgE against water-insoluble extracts was observed compared to 
those obtained against water-soluble extracts. 
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Table 1: IgE intensity and heterogeneity for atopic and non atopic patients’ sera, against water-
soluble and water-insoluble pollen and PCG allergens. 
Water-soluble Water-insoluble Patient sera 
Pollen PCG Pollen PCG 
1 + / h + / h + / 1 band - 
2 + / h + / H + / h + / h 
3 ++ / H ++ / H + / h ++ / H 
4 + / 1 band - - - 
5 ++ / H ++ / H ++ / h ++ / H 
6 +++/ H +++ / H +++ / H +++ / H 
7 +++ / H +++ / H +++ / H ++ / H 
8 + / h + / h + / h + / 2 bands 
9 + / h + / h - ++ / h 
10 - - - - 
N°1 to 9: grass pollen allergic patient sera; n°10: non-atopic patient sera.  - : no IgE reactivity; + : 
low IgE reactivity; ++ : moderate IgE reactivity; +++: high IgE reactivity; h: low IgE heterogeneity; 
H: high IgE heterogeneity. 
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Figure 1: IEF-immunoblotting of 
IgE-binding proteins of pollen 
and PCG from Phleum pratense. 
Samples were subjected to IEF 
separation in polyacrylamide gel 
and immunoblotting on PVDF 
transfer membrane. Ten strips were 
incubated with individual sensitive 
patient sera (1:10): strips n°1 to 9: 
grass pollen allergic patient sera 
and strip n°10: non-atopic patient 
serum. A: water-soluble pollen 
extract; B: water-soluble PCG 
extracts; C: water-insoluble pollen 
extract; D: water-insoluble PCG 
extract. 
 
 
2. 2 D gel analysis of Phleum pratense pollen water-soluble extract  
The 2 D gel silver staining of ws-Pol (figure 2 A) revealed about 30 – 40 proteins with a 
large spectrum of relative molecular masses (Mr 14-90 kDa) and isoelectric points (pI 3.5-
10.6).  
The 2 D IgE binding protein patterns of this extract obtained using the 3 patients’ sera 
presented some similarities (figure 2 B, C and D). The common allergens between allergic 
patients’ sera were mainly located around 3 different Mr ranges: 17-24, 40-57 and 65-
70 kDa, each of them showing a great pI variability. The IgE reactivities presented different 
intensities. Some spots at 65-70 kDa, pI 5.9 to 8.3 were revealed and could correspond to 
Phl p 13 isoforms. Two acidic allergen spots (pI 5.0-5.7) and 3 other acidic spots (pI 4.8-
5.7), 6 neutral (pI 5.8-8.0) and a basic one (pI 10.0) were strongly revealed with Mr ranging 
from 40 to 57 kDa. They could correspond to Phl p 1, Phl p 5a, Phl p 5b and Phl p 1b, 
respectively. Acidic allergen spots (pI from 4.0 to 5.9) were also detected at Mr 17-24 kDa 
and probably correspond to Phl p 2. Moreover, at Mr 17-24 kDa, basic spots (pI from 7.0 to 
9.0) were recognized by the anti-Dac g 3 antibodies, and should correspond to Phl p 3. 
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Patient sera n°6 and 8 presented other IgE binding proteins. Three spots, at 75-90 kDa, pI 
3.2-3.9 (unknown high molecular mass allergen), can be regrouped and have already been 
named [a]. Acidic allergen spots (pI from 4.0 to 5.9) were also detected at Mr 25-26 kDa and 
correspond to Phl p 6.  
Serum n°8 (figure 2 D) presented higher heterogeneity expressed by 2 additional allergens. 
It could, respectively, correspond to Phl p 4 and Phl p 12. When using a mAb against 
Dac g 4 which also reveals Phl p 4, a basic spot (around 70 kDa, pI 9.5-10.0) can be 
recognized (data not shown). This serum recognized also a very acidic allergen (pI around 
3.0) with low Mr (14-20 kDa). 
Figure 2: 2 D gel analysis of the water-soluble proteins from Phleum pratense pollen. Ws-Pol 
from Phleum pratense was subjected to IEF initial separation followed by SDS-PAGE separation. 
One of the 2 D gel separation was silver stained (A) and the other used for immunoblotting on NCa 
sheets using grass pollen-sensitive patient sera: serum n°1 (B); serum n°6 (C) and serum n°8 (D). 
Each Phleum pratense allergen (Phl p) is named (Allergome database) and shown in a squared area 
in serum n°8 blot (D). pI (at the top) and Mr (on the left) are indicated for each gel. 
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3. 2 D gel analysis of Phleum pratense PCG water-soluble extract 
Thirty spots were revealed on the silver stained 2 D gel (figure 3 A). Most of these protein 
spots presented Mr ranging from 14 to 77 and pI ranges from 4.6 to 10. 
The 3 patients’ sera showed positive IgE reactivity against ws-PCG, but serum n°6 only 
presented a great heterogeneity (~ 30 spots) when compared to the 2 other sera (n°1 and 8; ~ 
7 spots) (figure 3 B, C and D).  
When using sera n°6 (figure 3 C), most allergens that were revealed showed a Mr range 
from 14 to 50 kDa with a pI ranging from 4.6 to 10.0. These allergens were mainly located 
around 3 different Mr ranges: 17-24, 25-26 and 30-45 kDa, each of them showing a great pI 
variability. Some spots at 30-45 kDa, pI 5.0 to 9.6 were revealed and could correspond to 
Phl p 1, Phl p 5a, Phl p 5b and Phl p 1b. Acidic allergen spots (pI from 4.6 to 5.9), detected 
at Mr 25-26 and 17-24 kDa, probably correspond to Phl p 6 and Phl p 2, respectively. 
Moreover, 6 neutral spots (pI from 6.0 to 7.3) were located around 2 different Mr ranges: 25-
26 and 17-24 kDa. 
Patient sera n°1 and 8 presented similar IgE binding protein patterns. Some allergens, 
revealed on serum n°6, were located around Mr range from 30 to 40 kDa, with pI ranging 
from 5.3 to 8.0. These allergens could correspond to several isoforms of Phl p 1 and Phl p 5. 
Moreover, acidic allergen spots (pI from 4.6 to 6.0) were also detected on a very low Mr (< 
14 kDa). 
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Figure 3: 2D gel analysis of the water-soluble proteins from Phleum pratense PCG. Ws-PCG 
from Phleum pratense was subjected to IEF initial separation followed by SDS-PAGE separation. 
One of the 2 D gel separation was silver stained (A) and the other blotted on PVDF sheets using 
grass pollen-sensitive patient sera: serum n°1 (B); serum n°6 (C) and serum n°8 (D). pI (at the top) 
and Mr (on the left) are indicated for each gel. 
4. 2 D gel analysis of Phleum pratense pollen water-insoluble extract 
The silver stained 2 D gel, partly hidden under a staining silver cloud, present a great 
number of protein spots, with Mr from 14 to over 94 kDa and pI from 2.8 to 10.3 (figure 
4 A).  
In the 3 PVDF immunoblots revealed with individual patients’ sera, positive IgE reactivity 
against wi-Pol is visible. The heterogeneity and intensity of IgE from the 3 patients’ sera 
were different: patient serum n°6 (figure 4 C) presented the highest IgE heterogeneity and 
intensity. The 2 other patients’ sera (n°1 and 8, figure 4 B and D, respectively) presented 
similar IgE binding protein patterns.  
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Immunoblotting of serum n°6 showed several spots located around pI: 3.0-4.5, and 5.0-8.7, 
with a great Mr variability for each of them. Very acidic allergen spots (pI 3.0-4.5) were 
present on 2 different Mr ranges: 40-42 and 45-65 kDa. Some acidic, neutral and basic spots, 
with Mr range of 35-50 kDa, were strongly revealed. These allergen spots could correspond 
to Phl p 1, Phl p 1b, Phl p 5a and Phl p5b. Five neutral and basic spots (pI 7.0-8.5) were 
revealed at Mr 50-57 kDa. Moreover, 2 allergens, located at Mr 65-70 with pI 5.7-7.5 and pI 
7.7-8.7, could correspond to Phl p 13 and Phl p 4, respectively. 
With sera n°1 and 8, most allergens were mainly located at Mr 35-42 kDa, with a pI 
variability ranging from 5.0 to 8.7. In this area, Phl p 1, Phl p 1b, Phl p 5a and Phl p 5b could 
be present. Moreover, patient serum n°1 presented 2 basic spots located at Mr 15-16 and 
patient serum n°8 revealed a basic spot located at Mr 65-70 kDa. This last IgE binding 
protein could correspond to Phl p 4. 
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Figure 4: 2D gel analysis of the water-insoluble proteins from Phleum pratense pollen. Wi-Pol 
from Phleum pratense was subjected to IEF initial separation followed by SDS-PAGE separation. 
One of the 2 D gel separation was silver stained (A) and the other blotted on PVDF sheets using 
grass pollen-sensitive patient sera: serum n°1 (B); serum n°6 (C) and serum n°8 (D). pI (at the top) 
and Mr (on the left) are indicated for each gel. 
5. 2 D gel analysis of Phleum pratense PCG water-insoluble extract 
About thirty protein spots were revealed with the silver stained 2 D gel (figure 5 A). Most of 
these protein spots were mainly located at Mr 20-22, 35-40 and 65-90 kDa. Protein spots at 
Mr 35-40 kDa showed great pI variability (pI from 5.1 to 9.5). 
The 3 PVDF immunoblots revealed with individual patient sera showed positive IgE 
reactivity against wi-PCG (figure 5 B, C and D). Against the wi-PCG, IgE from patient sera 
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n°1 and n°8 presented the same patterns. All IgE binding proteins (Mr 35-40, pI 5.3-8.6) 
revealed by these 2 sera were present on the PVDF revealed by patient serum n°6. 
With serum n°6 (figure 5 C), allergens were mainly located at Mr 18-22, 35-45 and 65-
80 kDa. Two acidic spots (pI 5.2-5.9) and 2 basic spots (pI 8.5- > 10.2) were revealed at Mr 
18-22 kDa. Allergens spots at Mr 35-45 kDa were also visible on PVDF immunoblots 
revealed with sera n°1 and 8 and could correspond to Phl p 1 and Phl p 5 isoforms. 
Moreover, 3 acidic spots (pI 5.5-6.0) were present at Mr 65-80 kDa. 
Figure 5: 2D gel analysis of the water-insoluble proteins from Phleum pratense PCG. Wi-PCG 
from Phleum pratense was subjected to IEF initial separation followed by SDS-PAGE separation. 
One of the 2 D gel separation was silver stained (A) and the other blotted on PVDF sheets using 
grass pollen-sensitive patient sera: serum n°1 (B); serum n°6 (C) and serum n°8 (D). pI (at the top) 
and Mr (on the left) are indicated for each gel. 
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Discussion  
Up to now, allergomic studies have focused mainly on water-soluble proteins. Very few 
results are available on water-insoluble proteins, which nonetheless represent a large 
proportion of the protein content for a broad range of very diverse living organisms. We 
particularly focused, in this study, in the identification and characterization of water-soluble 
and water-insoluble allergens from pollen and PCG Phleum pratense. All these allergens 
could be potentially relevant in pollen allergy.  
Our results showed that different Phleum pratense allergens were present in all extracts of 
pollen grains and PCG. These proteins could be responsible to the allergic potential of PCG. 
Several previous studies showed that, like pollen grains, PCG could, in vivo, induce allergic 
responses on different animal models of allergy, among which Brown Norway rats and 
BALB/c mice [18, 22-24] and could also, in vitro, increase the inflammatory responses on 
bronchial epithelial human cells and rat macrophages [23, 25]. Moreover, PCG elicited IgE-
mediated responses in asthmatic patients and induced a bronchial constriction in patients 
with rainfall-associated asthma [6]. 
By 1 D gel immunoblotting, our findings showed that IgE heterogeneity and intensity of 
patients’ sera could be correlated using different extracts. For each extract, the highest 
responses, from the results of the present study, were similar to those obtained of Brown 
Norway rats sera sensitized with non-washed PCG suspension, which contained water-
soluble allergens of pollen, PCG and water-insoluble allergens of PCG [26]. Using the same 
patients’ sera, Batard et al (1993) showed similar IgE binding protein reactivity against 
water-soluble extract from Dactylis glomerata pollen [13] except for patient sera n°8 and 9. 
For these sera, IgE reactivities were higher against the Dactylis glomerata than Phleum 
pratense pollen extracts. 
In our work, patients’ sera n°1 and n°6 were chosen for 2 D immunoblotting analysis because 
of their low and high IgE reactivity, respectively, against pollen and PCG extracts with IEF 
separation. The difference between IgE binding protein reactivities, against Phleum pratense 
and Dactylis glomerata pollen extracts, led us to choose also the sensitized-patient serum n°8. 
Patient serum n°6 was used as immunochemical reagent for 2 D gel immunoblotting in 
previous studies [15, 27] and showed a high IgE reactivity and heterogeneity against water-
soluble extract from Dactylis glomerata. 
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In the present study, ws-Pol presented almost complete repertoire of known Phleum pratense 
allergens revealed by the 3 patient sera. When comparing the serum n°6 IgE binding protein 
spots obtained from water-soluble extract of Dactylis glomerata pollen [15] to those obtained 
from Phleum pratense pollen, similar patterns are visible.  
In previous studies, water-insoluble allergens were observed in Dactylis glomerata pollen 
[28] and in weed pollen grains [29, 30]. Our findings showed also water-insoluble allergens in 
Phleum pratense pollen, but their repertoire was narrower than those of water-soluble 
allergens. On wi-Pol, some allergens could correspond to the major Phleum pratense 
allergens, like Phl p 1 and Phl p 5. Previously, Yeang et al [31] detected and characterized 
water-insoluble proteins that are major allergens like those of rubber (Hev b 1 and Hev b 3). 
In our experiments using allergic patients’ sera, the water-soluble pollen extract contained 
more allergens than the PCG extract. But, some major allergens, such as Phl p 1 and Phl p 5 
isoforms, seem to be present in both extracts (pollen and PCG). Other allergens were present 
in ws-PCG and could correspond to Phl p 2 as well as Phl p 6. Moreover, the allergen called 
[a] [9] have been shown in both ws-Pol and ws-PCG. Previous studies, using immunoglod 
labeling and western blot techniques showed that several water-soluble grass pollen allergens 
were present in PCG. Among these, Phl p 5 as well as Phl p 6 were present in PCG from 
Phleum pratense pollen [32, 33]. The same thing is true for Lol p 1b and Lol p 5 from Lolium 
perenne pollen [2, 34]. In the present work, using monoclonal antibodies, we found that PCG 
contained water-soluble allergens of grass allergens group 1 but not those of groups 3 and 4 
(data not shown). Moreover, in PCG extracts, there were no spots that might correspond to 
Phl p 13. Contrary to our results, Phl p 4 and Phl p 13 have been highlighted in the PCG by 
other studies [35, 36]. 
Up to now, water-insoluble allergens of PCG stayed unstudied. Our findings showed that 
some spots could correspond to Phleum pratense allergens, like Phl p 1, Phl p 2, Phl p 3 and 
Phl p 5 isoforms.  
In silver stained 2 D gels, some proteins from PCG extracts could correspond to some known 
allergens, like Phl p 4 and Phl p 13. However, these allergens were not revealed by IgE of 
sensitized-patient sera. This could be explained by post-translational modifications, such as 
glycosylation [37] or deglycosylation [38]. It is known that these modifications can affect the 
IgE reactivities. 
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Although most of the content in allergens from PCG extracts was similar to those of pollen 
extracts, some allergens seem clearly specific to the PCG only. In order to assert the 
hypothesis of such a specificity, we plan- as perspectives - a characterization, performed by 
mass spectrometry (MS) analysis, of all allergens in ws-Pol, wi-Pol, ws-PCG and wi-PCG. 
In conclusion, this study was the first complete assessing, by 1 D and 2 D gel 
immunoblotting, the IgE binding reactivity of grass pollen allergic and non-atopic patients’ 
sera against ws-Pol, wi-Pol, ws-PCG and wi-PCG from Phleum pratense. 
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4.3. Conclusion 
Cette étude constitue le premier travail complet évaluant, par des immunodétections 1 D et 
2 D, la réactivité d’IgE sériques de patients allergiques au pollen de Graminées dirigées contre 
des extraits hydrosolubles et non-hydrosolubles de pollen entier de Phleum pratense et des 
granules cytoplasmiques issues de ce pollen. 
Nos résultats montrent que tous les extraits contiennent des allergènes. Ces allergènes qu’ils 
soient hydrosolubles ou non hydrosolubles, semblent jouer un rôle marqué dans le 
développement des allergies polliniques. 
En outre, si la plupart des allergènes semblent être communs au pollen entier et aux GCP, 
cependant, des allergènes sont associés uniquement aux GCP. 
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Au cours de cette étude, l’allergénicité des granules cytoplasmiques de pollen a été mise en 
évidence selon 3 axes : épidémiologique, expérimentale et analytique. 
Dans la partie épidémiologique, nous avons pu montrer une corrélation entre pollen de 
Graminées et rhinites. Par contre, aucune corrélation entre pollen de Graminées et asthme n’a 
pu être  mise en lumière. Cela peut être dû à la taille des grains de pollen. La présence de 
granules cytoplasmiques de pollen dans l’air pourrait expliquer l’interaction des différents 
paramètres atmosphériques et la corrélation positive établie entre le  facteur « précipitations » 
et les consultations pour asthme.  
Dans la partie expérimentale, nos résultats  permettent de conclure que les GCP, lavés et non-
lavés, induisent, dans le modèle animal utilisé, des réactions allergiques - humorales et 
cellulaires - comparables à celles obtenues avec le pollen entier. De même, l’effet conjoint 
entre ces 2 vecteurs d’aéroallergènes (pollen entier et GCP) induit aussi des réactions 
allergiques. Les allergènes hydrosolubles semblent être les principaux responsables des 
réponses humorales. Mais, concernant les réponses cellulaires, différents profils ont été 
observés en fonction du paramètre étudié. D’une part, les allergènes non-hydrosolubles de 
GCP semblent accroître les taux d’éosinophiles, de lymphocytes et de cytokines Th2 dans les 
LBA. D’autre part, l’accessibilité des allergènes hydrosolubles de GCP pourrait jouer un rôle 
dans la prolifération des lymphocytes ganglionnaires. 
L’ensemble des expériences de la partie analytique nous amène à conclure que les allergènes 
hydrosolubles mais aussi non-hydrosolubles des GCP et du pollen entier pourraient être 
responsables de l’allergénicité de ces aéroallergènes, dont certains sont déjà répertoriés dans 
la littérature, alors que d’autres, isolés lors de nos expérimentations 2D, ne sont, 
vraisemblablement, pas encore décrits. 
Si l’étude que nous présentons est incomplète par bien des aspects, il n’en reste pas moins, 
cependant, qu’elle ouvre différentes pistes pour des perspectives futures. Quelques-unes de 
ces perspectives, qui nous paraissent valides et pourraient être développées relativement 
facilement, seront maintenant abordées.  
Dans le cadre du volet « épidémiologie », dans un premier temps, il serait utile de pouvoir 
mettre au point une méthode simple de comptage des granules cytoplasmiques de pollen par 
colorimétrie (nous pensons à l’utilisation d’un kit de détection d’amidon comme celui 
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développé par Megazyme ; Total starch (AA/AMG ; K-TSTA). Ensuite, si cette méthode est 
validée, pour au moins la partie ‘amidon’ des GCP,  des campagnes de mesures seront à 
envisager. Les résultats devront être rapportés à des données d’admission aux urgences et de 
consultations de généralistes et de spécialistes pour allergie respiratoire, en incluant les 
symptômes asthmatiques. 
Au niveau expérimental, nous pensons évaluer l’allergénicité des GCP par instillation 
intranasale et par inhalation chez le rat Brown Norway ainsi chez le cobaye Hartley, les 
2 modèles animaux utilisés dans notre étude. Il faudrait étudier, également, l’impact des 
polluants atmosphériques gazeux et particulaires sur les granules. Par ailleurs, afin de 
promouvoir les études alternatives à l’expérimentation animale, il est envisageable d’évaluer 
l’effet des GCP, purifiés et pollués, en utilisant des modèles cellulaires d'épithélium 
respiratoire humain reconstitué in vitro à partir de cellules de patients souffrant d'asthme 
(produits Epithelix). 
Dans le cadre de la partie analytique, nous envisageons, d’une part, la caractérisation des 
allergènes hydrosolubles et non hydrosolubles des granules cytoplasmiques de pollen par 
spectrométrie de masse et, d’autre part, nous avons  le projet de fabriquer des anticorps 
polyclonaux de lapins dirigés contre les GCP. Enfin, il faudrait développer une méthode pour 
éliminer le complexe thio-urée, urée et CHAPS, utilisé lors de l’extraction des protéines non-
hydrosolubles (pollen et GCP), afin de pouvoir utiliser ce type d’extrait dans des tests de 
diagnostic pour allergies polliniques. 
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Détection quantitative de l’amidon 
Les granules cytoplasmiques de pollen contenant des granules d’amidon ou « starch granules », on 
peut obtenir, lors d’un ajout d’iodure de potassium iodée ou de lugol, une coloration en bleu. 
Pour quantifier les granules, nous avons utilisé un spectrophotomètre (TECAN) afin de choisir une 
longueur d’onde optimale, à laquelle nous pensions pouvoir détecter la coloration bleue de l’amidon.  
Nous avons utilisé différentes concentrations d’amidon pur avec la solution de lugol. Des grains 
« bleus » ont été observés à l’œil nu. Quantitativement, les spectres (230 – 800 nm) indiquent qu’il y a 
un pic avec une longueur d’onde de 350 nm, mais, dans l’expérience telle que nous l’avons menée, il 
n’y avait aucune dose réponse entre les concentrations d’amidon utilisées et l’amplitude du pic 
(figure 1 A). L’expérience a été répétée une seconde fois (en novembre 2007) et les résultats ont été 
semblables à la première expérience (figure 1 B). 
 
Figure 1 : Spectres de différentes concentrations d’amidon pur. Gauche : expérience réalisé en juillet 2007 ; B : 
expérience réalisée en novembre 2007. L’axe des abscisses représente la longueur d’onde et l’axe des ordonnées 
représente la densité optique. 
Comme pour l’amidon pur, les granules d’amidon issus de pollen de Phleum pratense n’ont pas donné 
de bons résultats quantitativement (figure 2), bien que les granules de pollen aient pris une coloration 
bleue après l’ajout de la solution de lugol. 
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Figure 2 : Spectres de différentes concentrations de granules d’amidon issus de pollen de fléole des prés. A : 
expérience réalisé en juillet 2007 ; B : expérience réalisée en novembre 2007. L’axe des abscisses représente la 
longueur d’onde et l’axe des ordonnées représente la densité optique. 
Les résultats obtenus peuvent être expliqués par le fait que seuls les grains et les granules d’amidon se 
colorent en bleu, alors que la solution ne change pas de couleur. Les pics observés peuvent être dus à 
la détection de quelques grains ou granules en suspension, après une agitation de la plaque. 
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Résumé 
Le pollen des Graminées est l’un des principaux vecteurs d’allergènes. Il contribue à 
l’apparition des allergies respiratoires comme l’asthme et la rhinite allergique. En contact 
avec l’eau de pluie ou des polluants atmosphériques, le pollen peut libérer des microparticules 
(<5 !m) dites granules cytoplasmiques de pollen. À cause de leur taille, ces granules peuvent 
pénétrer plus profondément dans l’appareil respiratoire que le pollen entier et induire ainsi des 
réactions allergiques.  
L’objectif de ce travail est de caractériser l’allergénicité de ces granules selon 3 volets : 
épidémiologique, expérimental et analytique.  
Les résultats de l’étude épidémiologique mettent évidence un effet éventuel des granules dans 
la survenue des allergies respiratoires, et plus particulièrement de l’asthme. Dans la partie 
expérimentale, les résultats obtenus permettent de montrer que les granules induisent des 
réactions allergiques, humorales et cellulaires ainsi que des réponses inflammatoires, 
comparables au pollen entier, chez le rat Brown Norway, le modèle animal d’allergie ici 
utilisé. Enfin, la partie analytique permet de conclure que l’allergénicité des granules dépend à 
la fois de leur contenu en allergènes hydrosolubles et non-hydrosolubles. 
Mots clés : Granules cytoplasmiques de pollen ; pollen ; allergie ; allergénicité ; allergènes. 
Abstract 
Grass pollen is one of the most important aeroallergen vectors in Europe. It highly contributes 
to respiratory allergic diseases such as asthma or allergic rhinitis. In contact to water or 
airborne pollutants, pollen grains can release microparticles or pollen cytoplasmic granules. 
Because of their size (<5 !m), granules may penetrate deeper into the lungs than pollen grains 
and so, can induce stronger allergic responses. 
The aim of this study was to characterized allergic potential of pollen cytoplasmic granules 
along 3 axes: epidemiological, experimental and analytical. 
Results of the epidemiological study involve a possible effect of granules in the onset of 
allergic reparatory diseases, in particular asthma. In experimental part, the results show that 
granules induced allergic - both humoral and cellular - and inflammatory responses. These 
results are compared with whole pollen, on a good animal model of allergy, the Brown 
Norway rat. Finally, according to the results of the analytical study, both water-soluble and 
water-insoluble allergens of granules contribute to the allergenicity of these microparticles. 
Keywords: Pollen cytoplamsic granules; pollen; allergy; allergenicity; allergens. 
 
